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Zur Kenntniss der quantitativen Pepsinwirkung. 
Von 


cand. med. Julius Sehiitz (aus Wien). 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 27.) 
(Der Redaction zugegangen am 4. Juni 1900.) 


Im Jahre 1885 hat Emil Schiitz') nachgewiesen, dass 
die Mengen der in einer bestimmten Zeit gebildeten peptischen 
Verdauungsprodukte unter sonst gleichen Verhiiltnissen innerhalb 
bestimmter Grenzen den Quadratwurzeln aus relativen 
Pepsinmengen gerade proportional sind. 

Als Maass der Verdauungsprodukte nahm er die Grésse 
ihrer Linksdrehung an und beurtheilte darnach die Menge des 
«Peptons». Dieser Befund blieb liingere Zeit wenig beachtet. 
Zum Theil begegnete er lebhaftem Misstrauen.?) Sechs Jahre 
spater verOffentlichte dann Borissow) Untersuchungen iiber 
die quantitative Wirkung des Pepsins. Er bediente sich bei 
seinen Versuchen der Methode von Mett,*) welche ihren 
Grundziigen nach in Folgendem besteht: Hiihnereiweiss wird 
in Glascapillaren von 1—2 mm. Lichtung eingesogen und durch 
Erhitzen coagulirt. Die Capillaren werden in Stiickchen von 
1—2 cm. Liinge zerschnitten und 10 Stunden lang bei 
Bruttemperatur in der Verdauungsfliissigkeit gehalten. Nach 
Ablauf dieser Zeit wird die Liinge der gelésten Eiweisssiiule 
mit Hilfe einer Lupe gemessen. Borissow kam nun zu dem 
bemerkenswerthen Resultat, dass die Liingen der verdauten 
Eiweisssiulen sich verhielten wie die Quadratwurzeln aus den 


1) Diese Zeitschrift, Bd. IX, 8S. 577. 

2) Vgl.sp. Maly’s Jahresberichte, Bd. XV, S. 266 u. Bd. XIV, 5. 291. 

3) Inaug.- Dissertation. Petersburg, 1891. (Russisch), citirt nach 
Ssamoilow. (Archives de sciences biologiques, Bd. II, S. 703.) 

4) Mett, Contribution 4 l‘innervation de la glande sous-stomacale. 
Petersburg 1889. (Russisch), citirt nach Ssamoilow l. c. 
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angewandten Pepsinconcentrationen. Es waren demnach so- 
wohl E. Schiitz wie Borissow, trotzdem sie mit ver- 
schiedenen Methoden gearbeitet hatten und von verschiedenen 
Maasseinheiten ausgegangen waren, zu demselben Resultate 
gelangt. 

Die Ergebnisse beider Arbeiten erméglichten es, Methoden 
zur Bestimmung der relativen Pepsinmengen auszuarbeiten. !) 
Praktische Verwerthung von anderer Seite erfuhr vor Allem 
das Mett’ sche Verfahren, nach welchem Pawlow einen Theil 
seiner bedeutungsvollen Untersuchungen tiber den Ferment- 
gehalt der Verdauungsfltissigkeiten ausgefiihrt hat. ?) 

Obgleich nun die empirisch gefundenen Resultate zur 
Begriindung einer Methode vollauf berechtigten, so bietet doch 
ihre theoretische Deutung Schwierigkeiten. Zur Zeit, als die 
Arbeit von E. Schiitz erschien, war es noch nicht bekannt, 
dass bei der Pepsinverdauung eine grOéssere Anzahl von Pro- 
dukten, deren Eigenschaften, namentlich auch in Bezug auf ihr 
optisches Drehungsvermdgen, zum grossen Theil noch unbekannt 
sind, neben einander entstehen, wie dies zuletzt eingehend 
durch die Untersuchungen von E. P. Pick’) und Zunz*) ge- 
zeigt worden ist. Es blieb daher bei dem heutigen Stande 
unserer Kenntnisse die Frage offen, ob man_ berechtigt ist, 
fiir das mit dem Gang der Verdauung sich fortwiihrend iindernde 


(Gemenge der peptischen Spaltungsprodukte eine einheitliche 


specifische Drehung anzunehmen und dieselbe als Maass des 
verdauten Eiweisses zu betrachten. Ja, man konnte die Ver- 
muthung hegen, dass die Schiitz’sche Regel nicht der Aus- 
druck einer verminderten Peptonbildung sei, sondern nur da- 
durch bedingt, dass bei fortschreitender Verdauung schwacher 
optisch wirkende Spaltungsprodukte gebildet werden. Was die 
Methode von Mett betrifft, so ist dieselbe nur dann anwend- 


1) Vgl. z. B. E. Schiitz, Prager Zeitschrift fiir Heilkunde, 1884, 
S. 401. 

2) Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Deutsch von 
A. Walther. J. F. Bergmann. Wiesbaden, 1898. 

8) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 246 und Bd. XXVIII, S. 219. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 219 und Bd. XXVIII, 5. 132. 
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bar, wenn das Ferment auf geronnenes Eiweiss wirkt, und es 
fehlt der Nachweis, dass die so gewonnenen Ergebnisse auch 
fiir geléste Eiweisskorper zutreffen. Sowohl E. Schiitz wie 
Borissow geben an, dass nach Erreichung einer bestimmten 
Pepsinconcentration die Regel nicht mehr gilt. 

Es war nun von oben erwiihnten Gesichtspunkten aus 
erwinscht, zu priifen, ob sich die angegebene Gesetzmiissigkeit 
auch dann ergibt, wenn man unter Anwendung von fliissigem 
Kiweiss ein unbestreitbares, sich stets gleichbleibendes Maass 
fiir die Menge des verdauten Eiweisses einfiihrt, und ob das 
Versagen der Gesetzmissigkeit wirklich auf einer Abschwiichung 
der Fermentwirkung beruht und nicht mdglicher Weise auf 
erschwerter Diffusion (bei der Mett’schen Versuchsanordnung) 
oder auf einer Veranderung der specifischen Drehung (bei der 
Versuchsanordnung von E. Schiitz.) Zur Aufklérung dieser 
Verhiiltnisse habe ich auf Veranlassung von Herrn Professor 
Hofmeister die mitzutheilenden Versuche ausgefiihrt. 


Zur Versuchsanordnung. 


Im Hiihnereiweiss sind drei Arten stickstoffhaltiger Sub- 
stanzen vorhanden: 

1. das Gemenge von echten Eiweisskérpern: krystalli- 
sirtes Ovalbumin, amorphes Albumin und Globulin; 

2. ein durch Kochen nicht fillbarer Eiweisskérper, von 

Moérner Ovomucoid genannt; 

3. geringe Mengen von nicht eiweissartigen Substanzen, 

vor Allem von Lecithin. 

Der Einfachheit halber sei der Stickstoff der ersten Art 
von Kérpern «coagulabler Stickstoff», derjenige der zweiten und 
dritten «nicht coagulabler Stickstoff> genannt. 

Bei der Verdauung findet eine fortwihrende Abnahme 
des coagulablen, einhergehend mit einer Zunahme des nicht 
coagulablen Stickstoffs statt, da die Verdauungsprodukte, ab- 
gesehen von dem als Zwischenprodukt auftretenden und mit 
dem genuinen Eiweiss bei Neutralisation ausfallenden Acid- 
albumin, durch Hitze nicht gefillt werden. 
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Um nun die Menge der gebildeten Spaltungsprodukte zu 


bestimmen, kann man entweder die erste oder die zweite der 


genannten Veriinderungen bestimmen und gewinnt auf diese 
Weise ein unverénderliches Maass fiir den Umfang der Pepsin- 
wirkung. Aus praktischen Griinden empfahl es sich, die Zu- 
nahme des nicht coagulablen Stickstoffs zu ermitteln, da in 
diesem Falle eine Bestimmung in aliquoten Theilen ermdglicht 
ist. Ob tiberhaupt und inwieweit das Mucoid bei dieser Ver- 
suchsanordnung der peptischen Spaltung unterliegt, ist nicht 
untersucht, kommt tbrigens ebensowenig wie der relative An- 
theil, den die einzelnen Eiweisskérper an der Bildung der 
Verdauungsprodukte haben, fiir die Frage nach der empirischen 
Giltigkeit der E. Schiitz schen Regel in Betracht. 

Um fiir die einzeinen Versuchsreihen einen ungefihren 
Vergleichsmassstab zu haben, wurde von vornherein eine 
grossere Quantitét Pepsinlésung hergestellt: 2 g Pepsinum 
purissimum (Griibler) wurden in einem Liter 0,25 °/oiger Salz- 
siiure gelOst. Die Losung erwies sich als fiir meine Zwecke 
sehr stark wirksam und konnte monatelang, ohne zu_ faulen 
oder an Wirksamkeit einzubiissen, im Eiskasten aufbewahrt 
werden. Fiir die Verdauungsversuche wurden einige Cubikcenti- 
meter im bestimmten Verhiiltniss (1:40, 1:50) mit destillirtem 
Wasser verdiinnt und jedesmal 1 ccm. der so entstandenen ver- 
diinnten Losung fiir den jeweiligen Versuch als Maass der 
Pepsinmenge beniitzt. 

Als Ausgangsmaterial diente Hiihnereiweiss. Das vom 
Dotter sorgfiiltig getrennte Eiereiweiss wurde durch Schlagen 
zu Schaum und Absitzenlassen im Eiskasten in bekannter Weise 
von Chalazen und Membranen befreit. Von zwolf Eiern konnten 
150—200 ccm. klare Eiweisslésung erhalten werden. Die Ver- 
dauungsversuche wurden im Ganzen in der von E. Schiitz 
angegebenen Weise ausgefiihrt. 

Je 10 com. der Eiweisslésung (etwa einem Gehalt von 
1—1,2 g coagulablen Eiweisses entsprechend) wurden mit einer 
bestimmten Menge Pepsinlésung, 29 ccm. 1°/oiger Salzsiure 
versetzt und mit destillirtem Wasser auf 100 ecm. aufgefiillt. 
Die einzelnen Verdauungsproben hatten somit gleichen Eiwelss- 
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und Siuregehalt!) und waren nur in Bezug auf den Pepsin- 
gehalt verschieden. Die Proben wurden gut verkorkt, in einem 
Brutofen meist bei 37—40° 15—16 Stunden stehen gelassen, 
hierauf mit Natriumcarbonat soweit neutralisirt, dass sie auf 
Congopapier neutral, auf Lackmus schwach sauer reagirten. 
Sie enthielten dann keine freie Salzsiiure mehr, die saure 
Reaction riihrte nur von sauren Phosphaten her. Auf diese 
Weise konnte eine Ueberneutralisation mit ihren Gefahren ver- 
mieden werden. Die Proben wurden dann in den Eisschrank 
gestellt und der Reihe nach verarbeitet. 

Was die Trennung des coagulablen Stickstoffs vom nicht 
coagulablen betrifft, so wurde in einer Anzahl der Versuchs- 
reihen folgendermassen vorgegangen: 

Die Proben wurden quantitativ in eine Porzellanschale 
gespiilt, mit genau abgemessenen gleichen Mengen sehr ver- 
diinnter Essigsiiure versetzt, unter fortwiihrendem Umrihren 
allmiihlich zum Sieden erhitzt, nach dem Erkalten mit !/10 Normal- 
lauge genau neutralisirt und filtrirt. Der Niederschlag wurde 
zwei- bis dreimal mit heissem Wasser verrieben; Filtrate und 
Waschwasser wurden vereinigt. 

Bei einem Theile der Versuchsreihen wurde diese ge- 
briuchliche Methode in der Weise modificirt, dass die von 
den sauren Phosphaten herriihrende saure Reaction nicht durch 
Mssigsiiure verstirkt wurde, sondern durch Zusatz einer 2°/oigen 
Losung von Monokaliumphosphat — meist 5 cem. fiel 
dadurch die Neutralisation nach dem Kochen fort; zugleich 
konnte auf diese Weise gezeigt werden, dass beim Kochen 
mit sehr stark verdiinnter Essigsiiure keine Eiweissspaltung ein- 
tritt, weil einerseits beide Arten des Verfahrens gleich gut mit 
einander stimmende Kontrollwerthe gaben, andererseits das 
saure Phosphat coagulirtes Eiweiss beim kurzen Kochen nicht 
verandert. 


In nicht weiter ausgefiihrten Vorversuchen habe ich zunachst die 
die meisten Schwierigkeiten bietende Abscheidung des Eiweisses auf dem 


1) Derselbe betrug 0,25 °/o, da 4 ccm. 1 °/oiger Salzsdure erfahrungs- 
gemass zur Abstumpfung der natiirlichen Alkalescenz des Hiihnereiweisses 
verbraucht werden. 
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Wege zu erzielen gesucht, dass ich die Verdauungslésung mit Zinksulfat 
versetzte, mit Natronlauge neutralisirte und nach Zusatz einer kleinen 
Messerspitze von Zinkoxyd kochte. Dabei resultirte bald eine klare und 
von Resten des coagulablen Eiweisses sicher freie Fliissigkeit. Allein 
der Vergleich der Stickstoffwerthe zeigte, dass dabei ahnlich, wie dies 
schon Hofmeister!) fiir das Fallen mit Ferriacetat gezeigt hat. kleine 
Mengen Albumosenstickstoffs in den Niederschlag eingehen. Als sich 
die Bemithungen, diesen Fehler auszuschalten, oder wenigstens constant 
zu gestalten, vergeblich erwiesen, habe ich ftir vorliegende Versuche 
das fiir manche andere Zwecke sehr empfehlenswerthe Verfahren auf- 
gegeben und bin zur einfachen Coagulation zuriickgekehrt. 

Die durch Coagulation erhaltenen Fliissigkeiten enthielten 
den nicht coagulablen Stickstoff der betreffenden Verdauungs- 
probe. Derselbe wurde nach Kjeldahl bestimmt. Um daraus 
die Menge des peptisch gespaltenen Eiweisses berechnen zu 
kinnen, musste die Menge des im nativen Eiweiss enthaltenen 
nicht coagulablen Stickstoffs davon abgezogen werden. Derselbe 
wurde auch fiir jede Versuchsreihe besonders bestimmt, doch 
ist zu bemerken, dass es sich dabei um eine erstaunlich 
constante Grosse handelt. Sie wurde niimlich stets zu 0,024 
bis 0,026 g auf 10 ccm. Eiweisslésung gefunden; nur in zwei 
Fiillen (bei im Friihjahr gelegten Eiern) fand sich 0.0218 
bezw. 0.0226 ¢ von vornherein nicht coagulabler Stickstoff. 


Versuche. 


In den nachstehend mitgetheilten Versuchsreihen = sind 
die Pepsinmengen in Cubikcentimetern der oben angefiihrten 
Pepsinverdiinnung angegeben. Da, wo sehr grosse Mengen 
Pepsin gewiihlt wurden, habe ich des Vergleiches wegen die 
Bezeichnung beibehalten, obgleich in diesen Fiillen, um das 
Gesammtvolumen der Probe nicht zu iindern, statt der ver- 
diinnten Pepsinlédsung eine entsprechende Menge der viel con- 
centrirteren Ausgangsfliissigkeit zugesetzt wurde. 

Die fiir den in L6sung gegangenen Eiweissstickstoff unter 
«gefunden» angefiihrten Zahlen sind ein Mittel aus je zwei 
oder drei Parallelbestimmungen. Um ein Urtheil tiber die 
Grosse der Versuchsfehler zu ermoglichen, fiihre ich in der 


1) Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 58. 
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ersten und dritten Tabelle die gefundenen Einzelwerthe neben 
den Mittelzahlen an. Die unter «<berechnet» angefiihrten 
Werthe geben die Zahlen, welche verlangt sind, wenn man 
fiir 1—16 ccm. meiner verdiinnten Pepsinldsung die strenge 
Giiltigkeit der E. Schtitz’schen Regel annimmt. Sie wurden 
so berechnet, dass die Summe der fiir 1, 4, 9 und 16 ccm. 
Pepsin gefundenen Mittelzahlen durch die Summe von Y1—-+ 


VitV9+)16 = 10 getheilt wurde, womit sich der fiir 
1 ccm. Pepsin entfallende Ausgangswerth ergibt. Diese Be- 
rechnung beruht auf der von mir gemachten Erfahrung, dass 
die E. Schiitz’sche Regel unter den von mir eingehaltenen 
Bedingungen nur bis zu einem Pepsingehalt von 16 ccm. gilt. 


Versuchsreithe I. 


Verdiinnung der Pepsinlésung: 1 : 50. 
Verdauungsdauer: 15 Stunden. 
Temperatur: 38°. 


Pepsinmenge Verdauter Stickstoff in g 

om | Gefunden Berechnet 
| 0.0185 

1 | 0,0213 
—0,0230 0,0212 

4 | 00506 f 00471 | 90426 
0.0683 

9 | | Mitte 0.0639 
09,0640 9:0682 
0,0786 

16 00796 | Mittel | 0,0852 
0.0815 0.0799 | 

0.0958) Mittel | 

25 0,0913 0.0935 | 0.1060 

Mitel | 

36 0.1052 0.1031 1278 


Versuchsreihe Il. 
Verdiinnung der Pepsinlésung 1 : 50. 
Verdauungsdauer: 153/4 Stunden. 
Temperatur: 38°. 


Pepsinmenge | Verdauter Stickstoff in g 
Gefunden | Berechnet 
1 0.0219 0.0229 
| 4 0.0425 0.0458 
9 0,0707 0,0688 
16 0.0943 0.0917 
Versuchsrethe IL. 


Verdiinnung der Pepsinlésung: 1 : 40. 
Verdauungsdauer: 15 Stunden. 


Temperatur: 37°. 

[ | | 
Pepsinmenge Verdauter Stickstoff in g 

Gefunden | Berechnet 
| 

10,0230 0.0228 
| 0,024 | 

| | Mittel 

| 

| 9 00673 f 00686 | 
| 0.0919 ) | 

| 16 | | 0.0892 
| 0.0810 | ),0889 

| 

Versuchsreihe IV. | 


Verdiinnung der Pepsinlésung: 1: 40. 


Verdauungsdauer 15 Stunden. 
Temperatur: 32°. 


— 


] 
Pepsinmenge | Verdauter Stickstoff in g 


Gefunden Berechnet 
1 0.0210 0,0204 
16 0,0810 0,0816 
49 0.1298 01438 


Durch obige Tabellen ist neuerdings die Giiltigkeit der 
KE. Schititz schen Regel dargethan; die Uebereinstimmung der auf 
drei ganz verschiedenen Wegen: von E. Schiitz polarimetrisch, 
von Borissow durch Messung der Eiweisssiiulen, von mir 
durch Stickstoffbestimmungen erhaltenen Resultate liisst daran 
keinen Zweifel iibrig. 

In Uebereinstimmung mit E. Schiitz und Borissow 
ergibt es sich, dass die Regel tiber eine bestimmte Pepsin- 
concentration hinaus nicht mehr gilt, und zwar nach meinen 
Krfahrungen, sobald in der Versuchszeit etwa die Hiilfte des 
vorhandenen coagulablen Eiweisses verdaut ist. (Tabelle | 
und 

Um nun festzustellen, wie sich die Spaltung bei relativ 
sehr hohem Pepsingehalt verhiilt, habe ich noch folgende 
Versuchsreihe ausgefiihrt. 

Es wurden Proben mit den Pepsinconcentrationen 49, 
64, 100 gewonnen, 15 Stunden lang bei 38° stehen gelassen, 
hierauf in gewOhnlicher Weise sofort verarbeitet. (Versuchs- 
relhe Vb.) Daneben andere Proben von der Concentration 49 
ebenso lang stehen gelassen, dann eine Anzahl davon durch 
Zusatz von 5 cem. concentrirter Pepsinldsung auf die Con- 
centration 249 gebracht und mit den iibrigen ohne Zusatz 
gebliebenen weitere 24 Stunden der Verdauung’ iiberlassen. 
Die Resultate sind aus untenstehenden Tabellen ersehen. 
Die Zahlen sind das Mittel aus zwei oder drei Verdauungs- 
proben. 

1) Die Menge des coagulablen Stickstoffs in 10 cem. Hithnereiweiss 
betrigt nach eigenen Bestimmungen etwa 0,170—0,175 g. 


— 


Versuchsrethe Y. 
Verdiinnung der Pepsinlésung: 1 : 40. 
Temperatur: 37,5—38,5°. 
a) Dauer 15 Stunden. 


Pepsinmenge | Verdauter 
ausgedriickt | Stickstoff 


in ccm. | in g 
| 
49 0.1360 
64 01492 
100 0.1534 


b) Dauer 15 -+- 24 Stunden. 


Pepsinmenge | Verdauter Stickstoff 
ccm. | in g 
49 | 0.1532 
249 0.1615 — 0,0035 
| = 0,15801) 


Es ergibt sich daraus, wie auch schon aus friiheren Be- 
funden, dass bei sehr hohen Concentrationen ein Zuwachs an 
Pepsingehalt nur ein verhiiltnissmiissig geringes Zunehmen des 
in Losung tibergehenden Stickstoffs bewirkt. 

Wenn man die Resultate siimmtlicher Versuchsreihen 
graphisch darstellt, indem man die relativen Pepsinmengen 
als Abscissen, die Zahlen fiir den verdauten Stickstoff als 
Ordinaten auftriigt, so ergibt sich eine Curve, welche, soweit 
die E. Schiitaz’sche Regel gilt, eine Parabel ist, bei héheren 
Concentrationen aber allmiihlich in’ eine zur Abscissenachse 
parallele Gerade itibergeht. Der Grund dieser Abweichung liegt 
darin, dass bei der gewiihlten Versuchsanordnung die Menge 
des angreifbaren Eiweisses bet hoherem Pepsingehalt  ent- 
sprechend geringer wird. Es geht dies klar daraus hervor, 


1) 400 der 40fach verdiinnten Pepsinlisung enthielten 
0.0056 g N. 


| 


dass beim Mett’schen Verfahren, wo in Folge der Versuchs- 
bedingungen eine Verminderung der disponiblen Eiweissmenge 
— d. h. der angreifbaren Eiweissfliiche — nicht erfolgt, die 
Regel fiir viel héhere Concentrationen nachweisbar ist. 

Ich habe dies durch Vergleichsversuche mit dem Ver- 
fahren von Mett zeigen kénnen. Dabei ergab sich zuniichst, 
dass das Verfahren fiir so geringe Pepsinconcentrationen, wie 
sie bei den oben angefiihrten Versuchen benutzt wurden, 
(1—49 !/4o—1!/50 Pepsinlésung auf 100 cem. Gesammt- 
fliissigkeit) keinen sicher messbaren Verdauungseffect hatte. 
Ich ging daher von der unverdiinnten Pepsinlésung aus. 


Versuchsreihe VI. 


Unverdiinnte Pepsinlésung. 
Temperatur : 38°. 
Verdauungsdauer : 11!'/2 Stunden. 


Pepsinmenge Lange der verdauten Eiweisssiule in mm. 


cem. in 100 Gemessen 1) | Berechnet 
0.45 0,46 
4 | 0,99 0.91 
9 1,25 1,37 
16 1,87 | 1,82 
25 2,08 | 2,28 
36 214 | 274 
49 2.50 | 3.19 
64 2.64 | 3,65 


Wie man sieht, gilt die E. Schiitz’sche Regel hier bis 
zu einem Gehalt von 16 ccm. der unverdiinnten Pepsinlésung 
auf 100 ccm. Gesammtvolumen, d. h. 40——5O Mal hoher, als 
sich ihre Giiltigkeit bei meiner Anordnung zeigen liess; somit 
gilt die Regel fiir Concentrationen, in Cubikcentimetern meiner 
verdiinnten Pepsinlésung ausgedriickt von 1— 800, also innerhalb 


1) Es wurde nur die von einem Ende her verdaute Eiweisssiule 
gemessen. Die Zahlen bilden das Mittel aus einigen Ablesungen. 
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sehr weiter Grenzen. Die Regel diirfte danach auch fiir andere 
Concentrationen oberhalb und unterhalb Giiltigkeit haben, und 
es liegt wohl nur an den Versuchsbedingungen, wenn sie sich 
nur innerhalb der angegebenen Grenzen nachweisen 
liess. So in der Versuchsanordnung nach E. Sehtitz an der 
Abnahme des zur Verfiigung stehenden Eiweisses und an der 
allmiithlichen Sattigung der PepsinlOsung mit Verdauungsprodukten, 
bei der Anordnung von Mett an dem letzteren Moment und 
an den Schwierigkeiten, welche sich beim Schwinden der 
Kiweisssiiule in der engen Glasrdhre dem Wegdiffundiren der 
Verdauungsprodukte entgegensetzen. 


Der Umstand, dass das Hiihnereiweiss eigentlich ein Ge- 
menge von einigen Eiweisskérpern ist, machte es wiinschens- 
werth, die Versuche auch mit reinen Eiweisskorpern zu wieder- 
holen. Ich verwendete hierzu_ krystallisirtes Serumalbumin 
und krystallisirtes Edestin. Es ergaben sich jedoch bei der 
Coagulation der Verdauungslésung Schwierigkeiten, indem sich 
bei einer Anzahl von Proben zu geringe Uebereinstimmung 
der Kontrollbestimmungen ergab. Es wurde daher vorliufig 
von der Weiterfiihrung der Versuche Abstand genommen. Doch 
machen es die mir vorliegenden Bestimmungen, welche ein 
Mittel zu ziehen gestatten, sehr wahrscheinlich, dass die Regel 
auch fiir homogene, reine Eiweisskorper. gilt. 

Die Giiltigkeit der Schiitz’schen Regel durch neue Ver- 
suche sicherzustellen, schien mir schon desshalb nicht iiberfliissig, 
weil noch immer Methoden zur Bestimmung der relativen 
Pepsinmengen ausgearbeitet werden, welche auf der still- 
schweigenden Annahme beruhen, zwischen Concentration des 
Pepsins und seiner quantitativen Wirksamkeit bestehe eine 
einfache Proportionalitiit. Derartige Methoden mogen ftir Unter- 
suchungen, bei denen es sich darum handelt, festzustellen, ob 
die eine Pepsinlésung tiberhaupt stiirker wirkt als die andere, 
brauchbar sein. Fiir einen quantitativen Schluss auf die Menge 
des vorhandenen Ferments sind sie nicht geeignet. 

Fiir praktische Zwecke diirfte das Mett sche Verfahren, 
wo es sich um concentrirte Pepsinldsungen handelt, wie sie 
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z. B. Pawlow im reinen Magensaft von Hunden zur Verfiigung 
standen, bei seiner Eleganz und bequemen Ausfiihrbarkeit 
vollkommen geniigen. Fiir klinische Untersuchungen, wo meist 
gerade verdiinnter Magensaft vorliegt, diirfle es freilich nicht 
zureichen, ja es kénnte, wie meine Versuche gezeigt haben, 
insofern zu falschen Schliissen fiihren, als es bei geringem 
Pepsingehalt ganz negative Resultate gibt, wo das Verfahren 
von E. Schiitz und mir gut bestimmbare Werthe liefert. 

Es ist einleuchtend, dass sich das Verfahren in der von 
mir gegebenen oder einer zweckmiissig vereinfachten Form 
auch fiir klinische Untersuchungen eignet. Aber auch das 
Verfahren von Mett liasst sich wohl nach meinen Erfahrungen 
durch Wahl eines der Pepsinwirkung zugiinglicheren Eiweiss- 
korpers der Praxis dienstbar machen. Doch hatte dies neuerliche 
umfassende Untersuchungen nothig gemacht, denen ich im 
Augenblick nicht niher treten kann. 

Pawlow!) gibt an, dass die E. Schiitz’sche Regel auch 
fiir die Wirkung des Trypsins, des Steapsins und Ptyalins 
Giiltigkeit besitzt. Sollte sich dies bestitigen, so hiitten wir 
es mit einer bei spaltenden Fermenten verbreiteten Gesetz- 
miissigkeit zu thun. Das Bediirfniss nach Aufkliirung der ihr 
zu Grunde liegenden Bedingungen ist daher begreiflich. 

Wie oben erwihnt, ist Schiitz’s Beobachtung vielfach 
auf Misstrauen gestossen, so weit ersichtlich aus dem Grund, 
weil sie dem Princip der einfachen Proportionalitiit. chemischer 
Wirkungen widerspricht. Vermuthlich ist dieser Widerspruch 
nur ein scheinbarer. Herr Professor Hofmeister macht mich 
nimlich auf die formale Aehnlichkeit aufmerksam, welche 
zwischen der Schiitz’schen Regel und dem Verhalten ge- 
loster, in geringem Umfang dissociirter Substanzen besteht. 
Nach den Gesetzen der Dissociation ist bei constanter Temperatur 
die Concentration der dissociirten Molekiile bei geringfiigiger 
Dissociation proportional der Quadratwurzel aus der Gesammt- 
concentration.?) Stellt man sich nun vor, dass das Pepsin 
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2) Vgl. Nernst, Theoretische Chemie S. 367. 
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bei Abwesenheit von Wasser nicht wirksam ist, wohl aber bei 
Lésen in Wasser zum geringen Theil in zwei Complexe zerfillt, 
von denen einer, ahnlich den Wasserstoffionen der Siéuren bei 
der Spaltung des Rohrzuckers, katalytisch wirksam ist, so 
erscheint die Schiitz’sche Regel einfach als der Ausdruck der 
Dissociationsformel fiir den Fall geringfiigiger Dissociation. 

Umgekehrt kann auch die Beobachtung Medwedew’s,?) 
wonach die Wirkung des oxydativen Fermentes mit dem Quadrat 
der Concentration steigt, als der Ausdruck der Dissociations- 
formel fiir den Fall weitgehender Dissociation angesprochen 
werden, wobei die Concentration der nicht dissociirten Molekiile 
dem Quadrat der Gesammtconcentration proportional ist. In 
diesem Falle wire, umgekehrt als wie bei der Pepsinwirkung, 
die Fermentwirkung (Sauerstoffiibertragung) an die nicht dis- 
sociirten Molekiile gebunden zu denken. 

Herr Professor Hofmeister hat die eingehende Priifung 
dieser Auffassung, sowie tiberhaupt der daran sich kniipfenden 
Vorstellung, dass die «Fermente» dissociirbare organische 
Complexe sind, fiir weitere Untersuchungen in Aussicht genommen. 


1) Pfliiger’s Archiv 65, 270. 
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Ueber den Nahrwerth der Heteroalbumose des Fibrins und 
der Protoalbumosen des Caseins. 
Von 


Cand. med. Leon Blum (aus Miilhausen i. FE.) 


«Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg, Neue Folge Nr. 28.) 
(Der Redaction zugegangen am 4. Juni 1900.) 


I. 


Die letzten Jahre haben mit zunehmender Sicherheit den 
Nachweis gebracht, dass die isolirten reinen Eiweisssubstanzen 
viel tiefer gehende chemische Verschiedenheiten aufweisen, als 
man friiher anzunehmen geneigt war. Hatten schon iltere 
und neuere Untersuchungen ergeben, dass die Menge der durch 
Spaltung aus bestimmten Eiweisskérpern erhiiltlichen Endpro- 
dukte, des Tyrosins, Leucins, der Glutaminsiiure, Asparagin- 
saure, des Arginins u. s. w., bei Weitem nicht gleich gross ist, 
so haben Erfahrungen aus jiingster Zeit noch grissere Ver- 
schiedenheiten im Betreff des Gehalts an Glycosamin- und Glyco- 
collgruppen ergeben, und durch die Methoden von F.N. Sehulz !) 
einerseits, von E. Schulze?) und W. Hausmann’) anderer- 
seits ist es gelungen, tiber die Verschiedenheit der Schwefe!- 
und der Stickstoffbindung einen quantitativen Aufschluss zu 


1) F, N. Schulz, Die Bindungsweise des Schwefels im Eiweiss, 
Zeitschrift f. physiologische Chemie, Bd. XXV, 5S. 16. 

2) E. Schulze, Zeitschrift f. physiologische Chemie, Bd. XXIV, 
S. 276 u. Bd. XXV, S. 360. 

3) W. Hausmann, Ueber die Vertheilung des Stickstoffes im 
Eiweissmolekiil. Zeitschrift f. physiologische Chemie, Bd. XXVII, S. 95 
u. Bd. XXIX, S. 136. 
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gewinnen, welcher zwar noch keinen geniigenden Einblick in 
die Constitution der Eiweisskérper bietet, aber die grossen 
Unterschiede zwischen ihnen mit geniigender Klarheit her- 
vortreten lasst. Zu einem iihnlichen Ergebniss haben weiter die 
Bemtihungen zur Tsolirung und besseren Charakterisirung der 
niiheren Spaltungsprodukte des Eiweisses, der Albumosen und 
Peptone gefihrt. Obgleich diese Untersuchungen noch lange 
nicht abgeschlossen sind, so haben sie doch schon ergeben, 
dass die bei Pepsinverdauung aus Fibrin entstehenden Albu- 
mosen') zum Theil verschieden sind von den aus Serumglobulin? ) 
und aus Casein) erhaltenen, und Erfahrungen, welche Dr. Baer 
und ich bei der Pepsinverdauung von Edestin und Himoglobin 
zu sammeln Gelegenheit hatten,4) haben zur Auffindung neuer, 
diesen Substanzen eigenthiimlicher Albumosen gefiihrt. 

Diese Thatsachen legen die Frage nahe, ob man die Sub- 
stanzen der EKiweissgruppe, auch wenn man sich an die typischen 
Vertreler der «echten» coagulablen Eiweisskorper hiilt, als 
physiologisch gleichwerthig ansehen darf. Hausmann hat diese 
Frage verneinend beantwortet. Er sagt am Schlusse seiner 
Mittheilung: «Der allgemeine Brauch, bei Beurtheilung von 
Stoffwechselvorgiingen Eiweissarten verschiedener Herkunft 
einfach gleichzusetzen, ist sonach, streng genommen, unrichtig», 
und weiter: «Es ist wohl als ausgeschlossen anzusehen, dass 
Proteinstoffe von so grosser Verschiedenheit der Stickstoffver- 
theilung sich physiologisch in jeder Beziehung ersetzen kénnen. » 
Was aber fiir das ganze Eiweissmolekiil gilt, muss um so mehr 


1) K. P. Pick, Ein neues Verfahren zur Trennung von Albumosen 
und Peptonen. Zeitschr. f. physiolog. Chemie, Bd. XXIV, S. 246. Derselbe, 
Zur Kenntniss der peptischen Spaltungsprodukte des Fibrins. Zeitschrift 
f. physiolog. Chemie, Bd. XXVIII, S. 219. 

2) F. Umber, Die Spaltung des krystallinischen Eiweiss- und 
Serumalbumins sowie des Serumglobulins durch Pepsinverdauung. Zeit- 
schrift f. physiolog. Chemie, Bd. XXV, 8. 258. 4 

3) F. Alexander, Zur Kenntniss des Caseins und seiner pep- 
tischen Spaltungsprodukte, Zeitschr. f. physiolog. Chemie, Bd. XXV, 8.411. 

4) Ueber diese soll in einer spiteren Mittheilung kurz berichtet 


werden. 
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fiir seine nichsten Spaltungsprodukte Giiltigkeit haben, da die- 
selben nachweislich nicht alle Elementargruppen des urspriing- 
lichen Molekiils und nicht in demselben quantitativen Verhiiltniss 
zu enthalten brauchen. Hierdurch wird aber eine bedeutungs- 
volle physiologische Frage nahe gelegt, da nur in den seltensten 
Fiillen die mit der Nahrung aufgenommenen Eiweisskorper als 
solche zur Resorption gelangen, vielmehr vorzugsweise in Form 
ihrer primiiren und secundiiren Abbauprodukte. 

Von den physiologischen Functionen der aufgenommenen 
Niihrstoffe ist ihre Leistung im Gesammtstoffwechsel am besten 
der Untersuchung zugiingig. In der That fehlt es nicht an ein- 
schiiigigen Untersuchungen, die mit « Peptonen» (im alten Sinn) 
oder «Albumosen» vorgenommen wurden, und welche mit 
grosserer oder geringerer Sicherheit zeigen, dass das Eiweiss 
durch nicht allzuweit abstehende Verdauungsprodukte  ersetzt 
werden kann. Leider sind sie nahezu siimmtlich mit Gemengen 
angestellt, so dass aus ihnen eigentlich mit Sicherheit nur 
hervorgeht, dass es wenig Unterschied macht, ob ein Eiweiss- 
korper als solcher oder die. Summe der aus ihm durch nicht 
zu weitgehende Verdauung hervorgegangenen Produkte einge- 
fiihrt wird. Eine gréssere Beweiskraft kann man wenigstens den 
einschliigigen Versuchen von Maly,') Plész und Gyergyai,?) 
Adamkiewicz?) und Ellinger,*) bei denen Gemenge von 
Fibrinalbumosen in Verwendung kamen, nicht beimessen. Von 
den Fiitterungsversuchen fhnlicher Art, die mit auf anderem 
Wege als Pepsin- und Trypsinverdauung hergestellten Albu- 
mosen und Peptonen angestellt worden sind (Gerlach, Zuntz, 
Deiters, I. Munk, Hildebrandt, Neumeister u. A.), muss 
hier abgesehen werden. Der ernsthafte Versuch, den Nihr- 


1) Maly, Ueber die chemische Zusammensetzung und die physio- 
logische Bedeutung der Peptone. Pfliiger’s Archiv, Bd. IX, 5. 585. 

2) Plész und Gyergyai, Ueber Peptone und Ernahrung mit den- 
selben. Pfliiger’s Archiv, Bd. X, S. 536. 

3) Adamkiewicz, Ueber die Natur und den Nahrwerth des 
Peptons, 1877. 

4) Ellinger, Ernihrungsversuche mit Driisenpepton. Zeitschrift 
f. Biologie, 1896, Bd. XV, S. 201. 
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werth isolirter Verdauungsprodukte zu untersuchen, ist zuerst 
von Pollitzer'), dann von Ellinger?) gemacht worden. 

Leider konnen Ellinger’s Versuche fiir die vorliegende 
Frage nicht verwerthet werden, da sich herausgestellt hat, 
dass das von ihm als relativ einheitliches Produkt angesehene 
- Antipepton » ein Gemenge von «echtem» Pepton mit reich- 
lichen Mengen keinen Peptoncharakter mehr tragender End- 
produkte der Trypsinverdauung war. 

Aber auch die Untersuchungen Pollitzer’s sind nicht 
geeignet, volle Sicherheit zu geben. Pollitzer  verfiitterte 
Protoalbumose, Heteroalbumose, Dysalbumose und ein Gemenge 
von Peptonen, siimmtlich aus Fibrin gewonnen. Die Darstellung : 
der Proto- und Hetero- bezw. Dysalbumose geschah nach Kiihne’s . 
Vorschrift aus Wittepepton und aus mit Magensaft verdautem 
Fibrin in der Art, dass die beiden Albumosen gemeinsam 
drei Mal mit Steinsalz gefallt, darauf bis zur Entfernung des 
Chlors. dialysirt wurden. Dadurch sollte die Trennung der 
Heteroalbumose, welche dabei ausfiillt, von der Protoalbumose, 
die in Loésung bleibt, erzielt werden. Nun ist aber, wie seit- 
dem E. P. Pick’) nachgewiesen hat, auf diesem Wege bei ! 
Ofterer Wiederholung der Procedur wohl die Gewinnung einer 4 
anniihernd reinen Heteroalbumose, nicht aber reiner Protoalbu- 
mose mdglich, da die Abscheidung der Heteroalbumose aus der 
protoalbumosehaltigen Losung auch bei anhaltender Dialyse 
eine ganz unvollstindige ist. 

Man kann danach nur annehmen, dass Pollitzer’s Proto- 
albumose ein Gemenge von beiden Albumosen war, wie dies 
auch schon daraus zu entnehmen ist, dass Pollitzer mehr 
Proto- als Heteroalbumose erhielt, waihrend E. P. Pick (und 
ich selbst bei Gelegenheit der anzufithrenden Versuche) bei 
exacterer Trennung zu dem entgegengesetzten Resultate kam. 
Pollitzer fand nun bei seinem nur 31/2 kg schweren Hunde 
an 2 ‘Tagen, wo dieses Albumosengemenge neben Reisstiirke 


1) Pollitzer, Ueber den Niahrwerth einiger Verdauungsprodukte 
des Eiweisses. Pfliiger’s Archiv, 1885, Bd. XXXVII, S. 301. | 

2) Ellinger a. a. O. 

3) FE. P. Pick a. a. O., Bd. XXVIII, S. 238. 
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und Schmalz gereicht wurde, einen ebenso grossen Stickstoff- 
ansatz wie an den vorhergehenden Tagen, wo die entsprechende 
Menge Fleisch neben der gleichen Zukost verfiittert worden 
war. Man darf vielleicht daraus den Schluss ziehen, dass dieses 
Albumosengemenge Fleisch zu ersetzen vermochte, dass dies 
aber reine Protoalbumose fiir sich vermag, kann daraus nicht 
geschlossen werden. 

Nun hat Pollitzer auch einen Fiitterungsversuch mit 
einem Gemenge von etwa 3 Theilen Heteroalbumose und einem 
Theil Dvsalbumose angestellt und dabei sogar einen besonders 
grossen Ansatz erzielt. Leider reichte der Vorrath nur fiir 
einen einzigen Versuchstag, so dass Pollitzer von einer 
7 Schlussfolgerung absieht, da «die Méglichkeit nicht ganz abge- 
| wiesen werden kann, dass hier eine Tiicke des Zufalles im 
Spiele gewesen. » ') 

Das von Pollitzer beniitzte « Pepton» war nach Kiihne 
durch 8tigige Verdauung von Fibrin, Neutralisation, Aussalzen 
des Filtrats mit Ammonsulfat, Abfiltriren und Entfernung des 
Ammonsalzes durch Auskrystallisiren und Ausfallung mit Baryt- 
hydrat, endlich Fallen mit Alkohol dargestellt. Mit diesem 
Priparat, das noch erhebliche Mengen Chlorammonium ent- 
hielt, vermochte Pollitzer in einem 2tigigen Fiitterungsver- 
such trotz eintretenden Durchfalls anniihernd denselben Stick- 
stoffansatz zu erzielen, wie mit der aquivalenten Fleischmenge. 
Soweit sich jetzt beurtheilen lisst, diirfte dieses « Amphopepton » 
aus der nur durch Siittigung mit Ammonsulfat und Saurezusatz 
fillbaren «C-Albumose» Pick’s, aus Peptonen, aber auch 
aus den nach Zunz?) bei intensiver Pepsinverdauung  ent- 
stehenden, nicht mehr peptonihnlichen Endprodukten, soweit 
sie durch Alkohol fallbar sind, bestanden haben. Jedenfalls 
lag ein Gemenge vor, und der Riickschluss, dass ein bestimmtes 
einzelnes Verdauungsprodukt den Ersatz des Fleisches bewirkt 
habe, ist, so beachtenswerth dieser Befund sonst erscheint, 


1; Pollitzer a. a. O., S. 308. 
2) E. Zunz, Ueber den quantitativen Verlauf der peptischen 
Eiweissspaltung. Zeitschr. f. physiolog. Chemie, Bd. XXVIII, S. 132. 
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nicht gestattet. Fir die Beurtheilung der giinstigen Resultate 
Pollitzer’s kommt, wie er selbst hervorhebt, der Umstand 
in Betracht, dass das Fleisch eine erhebliche Menge (Pollitzer 
rechnet 10° stickstoffhaltiger Stoffe enthalt, denen ein 
Kiweisswerth nicht zukommt, dass die Zufuhr der von solchen 
Beimengungen freien Albumosen und Peptone somit einer 
entsprechend hoheren Fleischzufuhr entspricht. 

Wie zu ersehen, gehen Pollitzer’s Resultate mit « Proto- 
albumose und dem Amphopepton » an Beweiskraft nicht tiber 
jene der anderen Autoren, die mit Verdauungsgemengen gear- 
beitet haben, hinaus. | 

Sie zeigen nicht, dass ein bestimmtes Verdauungsprodukt 
fiir das intacte Eiweiss eintreten kann. Nur der, freilich vom 4 
Autor selbst als nicht ganz sicher hingestellte, Versuch mit 
Hetero- und Dysalbumose kénnte zu einem solchen Schlusse 
Anlass geben. 

Da seit der Zeit, wo Pollitzer seine Versuche aus- 
fiihrte, die Methoden zur Gewinnung gut charakterisirter Ver- 
dauungsprodukte eine bedeutende Verbesserung — erfahren 
haben, bin ich, von Herrn Professor Hofmeister veranlasst, 
der Frage neuerlich niihergetreten und habe Fiitterungsver- 
suche mit 38 der am besten und in ausreichend reinem Zustand 
zugiinglichen Albumosen, der Heteroalbumose des Fibrins und 
zwei verschiedenen aus Casein entstehenden Protoalbumosen, 
vorgenommen. 


II. 


Versuche mit der Heteroalbumose des Fibrins. 


A. Darstellung. 


Das verwendete Priiparat wurde nach dem von Pick 
angegebenen Verfahren aus 2 kg. Wittepepton in folgender 
Weise gewonnen: 

Eine moglichst concentrirte Lisung von Wittepepton wurde mit 
gleichem Volumen 96 °/oigen Alkohols versetzt, tiber Nacht stehen gelassen, 
und der reichliche Niederschlag, der die Heteroalbumose enthilt, 2 Mal 
in 10°%oiger neutraler Lésung mit dem gleichen Volumen Ammon- 
sulfat gefallt. Da jedoch das Wittepepton nicht zu vernachlassigende 
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Mengen der zuerst von E. Zunz1) beschriebenen Albumose Aa enthiilt, 
deren untere Fallungsgrenze bei 42°/o Siattigung mit Ammonsulfat liegt, 
wurde die schon 2 Mal gefallte Heteroalbumose noch 2 Mal in 10° oiger 
neutraler Lisung mit so viel Ammonsulfat versetzt, dass die untere 
Fallungsgrenze der Albumose Aa nicht erreicht wurde. ?) 

Nach der dritten Fillung zeigte es sich, dass ein Theil der Hetero- 
albumose unlislich geworden, in Dysalbumose iibergegangen war. Von 
einer weiteren Verarbeitung dieses Theiles, der noch sehr schwache 
Reaction nach Molisch zeigte, also noch Spuren von anderen Albu- 
mosen beigemischt enthielt, musste abgesehen werden. Da der loslich 
gebliebene Theil noch dasselbe Verhalten bei der Reaction nach Molisch 
aufwies, die wegen ihrer Empfindlichkeit ein ausgezeichnetes Kenn- 
zeichen fiir die Reinheit der Heteroalbumose darstellt, so wurde er noch 
einmal mit Ammonsulfat gefallt. Um ihn vom Ammonsulfat zu trennen, 
wurde er 2—3 Mai mit Alkohol behandelt. Es gelang auf diesem Wege, 
allerdings nicht ohne erhebliche Verluste, fast alles Salz zu entfernen, 
da die Heteroalbumose schon in 32°%/oigem Alkohol unldslich ist, einer 
Concentration, wobei der grésste Theil des Salzes noch in Lisung bleibt. 
Die gelblichbraun aussehende Fiallung wurde mit Aether gewaschen und, 
da die Reaction mit Nessler’s Reagens noch Spuren von Ammonsulfat 
erkennen liess, einige Tage gegen fliessendes Wasser dialysirt. So konnten 
die letzten Reste von Salz weggebracht werden. Die Substanz wurde 
darauf mehrmals mit Aether gewaschen und bei 40° getrocknet. 


Gepulvert stellte die verfiitterte Heteroalbumose ein braun- 
gelbes Pulver dar, welches reactionell genau dasselbe Ver- 
halten zeigte, wie die Heteroalbumose Pick’s. Die Reaction 
nach Molisch war negativ, die nach Millon gab keine Firbung 
der Fliissigkeit, nur eine’ Rothfiirbung der abgeschiedenen 
Flocken, die Reaction auf durch Alkali abspaltbaren Schwefel 
war sehr schwach. 

B. Fiitterungsversuch. 
Betreffs der Technik des Fiitterungsversuches kann ich 


mich, da dieselbe sich in allen wesentlichen Puncten dem 
allgemein geiibten Vorgehen anschloss, kurz fassen. 


1, E. Zunz, Die fractionirte Abscheidung der peptischen Ver- 
dauungsprodukte mittelst Zinksulfat. Zeitschr. f. physiolog. Chemie, 
Bd. XXVIII, S. 219. 

*) Es riihrt diese Albumose von Verunreinigung des Fibrins mit 
Himoglobin her, unter dessen Verdauungsprodukten sie von Baer und 
mir in reichlicher Menge aufgefunden wurde. 


Als Versuchsthier diente eine etwa 7 kg. schwere Hiindin. 


Die Wahl eines mittelgrossen Versuchsthieres — Pollitzer 
hatte seine Versuche an einem halb so grossen Hunde an- 
gestellt — erfolgte im Interesse der Zuverliissigkeit des Ver- 
suches. 


Allerdings mussten in Folge dessen sehr grosse Mengen Nihr- 
material vorbereitet werden, und so giinstige Ausbeute das Wittepepton 
an Heteroalbumose im Vergleich zu anderen Albumosen gewiahrt, so 
war doch die Reindarstellung der geniigenden Quantitaét eine fdusserst 
langwierige Arbeit. 

Bei den Stoffwechselversuchen wurde vom Stickstoffgleichgewicht 
ausgegangen. Zu diesem Zwecke wurden grissere Mengen Fleisch von 
sichtbarem Fett- und Bindegewebe mdglichst gereinigt, durch eine Zer- 
kleinerungsmaschine geschickt und dann in gut verschlossenen Gefissen 
im Eisschranke aufbewahrt. Von dem gut gemischten Fleischbrei, der 
sich so 3—4 Wochen hielt, wurde eine Anzahl Proben zur Bestimmung 
des Stickstoffs beniitzt. Neben diesem stickstoffhaltigen Futter wurde 
noch ausgelassenes und_filtrirtes Schweineschmalz, dessen Stickstoff- 
gehalt nie O,1°/o erreichte, daneben eine entsprechende Menge Wasser 
gereicht. Kohlenhydrat wurde nicht gegeben, um die Verhiiltnisse der 
Ernihrung moéglichst einfach zu gestalten. 

Das Futter wurde dem Thiere tiglich in 2 Portionen gereicht, 
immer zu derselben Zeit und in denselben Mengenverhiltnissen. Zur 
Gewinnung des Harnes wurde die Hiindin 3 Mal tiglich um dieselbe 
Zeit katheterisirt, und es konnte so der Harn quantitativ gesammelt und 
genau abgegrenzt werden. Der Koth wurde jedesmal mit 4 Korkstiick- 
chen 12 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme abgegrenzt; es 
erwies sich diese Abgrenzung als durchaus zuverlissig. Der auf dem 
Wasserbade unter Zusatz von etwas stickstofffreier Saiure getrocknete 
Koth wurde zerrieben und durch Sieben von Haaren befreit. Zur Be- 
stimmung des Stickstoffs diente iiberall die Methode nach Kjeldahl- 
Argutinsky. 

In der Vorbereitungsperiode erhielt der taglich 
190 ¢ Fleisch, das im Mittel von 6 Bestimmungen 3,69° 0 
Stickstoff enthielt, daneben wurden noch 70 g Fett, dessen 
Stickstoffgehalt 0,071 °/o betrug, und 200 ccm. Wasser gegeben. 
Wiihrend der Albumosentage erhielt der Hund die gleiche 
Menge Fett und Wasser. Das Fleisch wurde durch eine dem 
Stickstoff nach entsprechende Menge Albumose ersetzt, wobei 


jedoch die Extractivstoffe, deren Menge nach Voit?) 7° 0 des 


1, Voit, Hermann’s Handbuch der Physiologie, Bd. VI, 5. 61. 
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Gesammtstickstoffes betrigt, in Abzug gebracht ud * rch die 
iiquivalente Menge Fleischextract ersetzt wurden. ver Stick- 
stoffgehalt des Fleischextracts betrug nach 2 Bestimmungen 
9.46°%o und 9,49°/o, im Mittel 9,475°/o. Das Thier erhielt 
davon 5,1 g tiglich. Am ersten Tage der Albumosenfiitterung 
erhielt das Thier eine Portion der Heteroalbumose, die noch 
eine Spur Reaction nach Molisch aufwies, am zweiten Tage 
Morgens von derselben Portion, Nachmittags und am 3. Tag 
von einer keine Spur Furfurolreaction zeigenden Heteroalbumose. 
Der Stickstoffgehalt der ersten Albumoseportion betrug im Mittel 
von mehreren Bestimmungen 12,36°/o, der der zweiten Portion 
13,137°/o. In der Nachperiode musste, da der vorbereitete 
Vorrath ausgegangen war, anderes Fleisch verfiittert werden, 
dessen Stickstoffgehalt, wie nachtraglich bestimmt wurde, im 
Mittel aus 3 Bestimmungen nur 3,45°/o betrug. 


Albumosen- Hetero- 
tag albumose 


Am 1. erhielt das Thier 52,81 g mit 6,53 g 
» 2, » » » 51,31 > » 6,53 » 
» 3. » » » 49,85 » » 6,53 » 


An den zwei ersten Tagen der Albumosenfiitterung frass 
das Thier die Albumose, die mit Fett, Fleischextract und 
Wasser zu einem Brei angeriihrt war, mit grosser Gier. Am 
dritten Tage jedoch musste sie ihm beigebracht werden. Der 
Koth war genau abgegrenzt. Der Koth der beiden ersten 
Albumosentage war weich, aber nicht diarrhdisch. In der Be- 
fiirchtung, es wiirden sich bei weiterer Fiitterung Diarrhden 
einstellen, wurde der Koth des dritten Tages abgegrenzt; in 
der That war derselbe diarrhéisch, und ein Zehntel des gege- 
benen Stickstoffes erschien im Kothe wieder. Es gelang aber 
nicht, im Kothe Albumosen nachzuweisen, ebensowenig zeigte 
der Urin etwas Abnormes. 

Wie aus umstehender Tabelle hervorgeht, ist die Heteroalbu- 
mose nicht im Stande, Eiweiss ganz zu ersetzen: aus den 
Zahlen der beiden ersten Tage, wo Diarrhéen den Versuch nicht 
storten, der Koth allerdings etwas hohe Stickstoffwerthe zeigt, 
ist ersichtlich, dass nur 90°%/o des Eiweisses durch sie ersetzt 


Stickstoff 


Tabelle 


Gewicht N-Ausgabe N 
Harn- 
Datum des N-Einnahme | ¥ Bil Bemerkungen 
- 
Hundes Harn | Koth | Ausgabe 
24. Nov. 1899 705A 315 Fleisch 78 ie 6,733 | 6,87 +. 0,19 Koth um 7 Uhr Morgens 
Fett 0.05 f 7,06 abgegrenzt. 
25.» > 7060 30) 6,759 
26. » » 7O60 327 7.06 6,787 | O14 
| Abgrenzung des Kothes, 
| ay. » 7050 210 Albumose 6,53 | 7,59 
Fleichextr. O48 | Abgrenzung des Kothes. 
> > 7035 18 7,06} 7.392 — 0,65 
Fleischtage und der 
ersten Albumosentage. 
| Abgrenzung des Kothes. 
30. 6970 230 Fleisch \ 6.80 6.69 | | 0) 
Fett 0,05 J | | 
309 Fleisch 6560. | 1.08 Koth des 3. Albumosen 
Fett 0.05 f 6,61 0,080 | tages (diarrhoisch). 
515 > 6.61 | 7AM O43 Abgrenzung des Kothes. 
Kothder¢letzt. Fleischtage. 


» 
| 
| 
| 
— 
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worden sind. Im Gegensatz dazu sieht man, dass in der 
Nachperiode das Fleisch gut ausgenutzt wird, so dass, aller- 
dings nicht ohne Schwankungen, deren Ursache wohl die vor- 
hergegangene Diarrhée war, trotz unzureichender Zufuhr die 
Stickstoffverluste kleiner werden. 

Fassen wir die wesentlichen Resultate der Tabelle zu- 
sammen, so ergibt sich: 


Tabelle II. 


Stickstoff 
Einnahme Ausgabe Bilanz 
| 
Fleischfiitterung 14.19 13.81 1031 
(2. u. 3. Tag der Vorperiode) 
| 
Albumosentage 14.12 15.30 
(1. u. 2. Tag) 7 


Wiihrend also bei Fleischfiitterung das Thier noch etwas 
Stickstoff ansetzt, gibt es bei Fiitterung mit der aquivalenten 
Menge Heteroalbumose von seinem Korperbestand Stick- 
stoff ab. 

Es steht dies Resultat im Widerspruch mit dem oben erwahnten 
Heteroalbumoseversuch Pollitzer’s, wo ein erheblicher Stickstoffansatz 
erzielt wurde. Da Pollitzer seinen Befund selbst als moéglicher Weise 
durch Zufall bedingt ansieht, ist eine Discussion tber diesen Punct 
schwer moéglich; doch méchte ich fiir den Fall, dass es sich bei 
Pollitzer doch nicht um einen Zufall handelte, auf Grund meiner 
Erfahrungen betonen, dass die Gewinnung von Heteroalbumose, die 
wirklich als von anderen Albumosen frei angesehen werden kann, nur 
auf Jangwierigem und zeitraubendem Wege zu erreichen ist. Falls 
Pollitzer Heteroalbumose benititzt hat, wie sie sich aufs erste Mal 
in Dialysator ausgeschieden hatte, so muss sie noch reichlich Proto- 
albumose, aber auch noch secundiire Albumosen enthalten haben. 


Versuche mit den Protoalbumosen des Caseins. 
Nachdem es sich herausgestellt hatte, dass die Hetero- 
ulbumose des Fibrins nicht im Stande ist, im Hundeorganismus 
Liweiss ganz zu ersetzen, war es von erhOhtem Interesse, das 
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Verhalten anderer primirer Albumosen zu priifen. Es konnte 
aber nicht daran gedacht werden, zu diesem Zwecke die 
Protoalbumose des Fibrins zu beniitzen, da die Ausbeute an 
derselben nur etwa 25 g aus 2 kg. Wittepepton betragt. Es 
wurde daher als Ausgangsmaterial Casein benutzt, das nach 
den Untersuchungen Alexander’s!) bei der Pepsinverdauung 
keine Heteroalbumose, sondern nur Protoalbumose liefert. 


a) Darstellung der Albumosen. 


Als Ausgangsmaterial diente Caseinum technicum von 
Merck, das kiloweise verarbeitet wurde. Als Verdauungs- 
fliissigkeit wurde 0,4°/oige Salzsiiure benutzt, der 0,02°/o von 
iitusserst wirksamem Pepsinum purissimum von Griibler zugesetzt 
war; die Fliissigkeit wurde auf eine Temperatur von 35 bis 
40° gebracht und das Casein in dieselbe eingetragen, so 
dass die Loésung etwa 5°/o davon enthielt. Bei dieser fiir 
Verdauungsversuche hohen Concentration erwies sich fiir eine 
gute Ausbeute an Protoalbumose eine etwa 24stiindige Verdauung 
als zweckmiissig. Das Neutralisationspricipitat blieb dann 
nahezu ganz aus. Die ihrem Aussehen nach beinahe unver- 
iinderte, triibe Fliissigkeit wurde dann mit Natronlauge neu- 
tralisirt, Anfangs so, dass die Reaction auf Congopapier neutral, 
auf Lackmus schwach sauer war; spiter erwies es sich als 
zweckmiissig, auch auf Lackmus zu neutralisiren, da so das in 
erheblicher Menge vorhandene Calciumphosphat zum Theil mit 
entfernt werden konnte. Es wurde dann vom spiirlichen Neu- 
tralisationsniederschlag abfiitrirt, das klare Filtrat in grossen 
EmailletOpfen auf freier Flamme auf etwa !/s des urspriinglichen 
Volumens eingeengt, nach Erkalten mit ungefihr dem gleichen 
Volumen 95° oigen Alkohols versetzt, wodurch die in Alkohol 
unléslichen Albumosen ausfielen, die Protoalbumose neben 
anderen durch Salz schwerer fillbaren Albumosen in Lésung 
blieb. Von der klar filtrirten Losung wurde darauf auf dem 
Wasserbade oder im Vacuum der Alkohol abdestillirt und 
die zuriickbleibende leimartige Masse auf Protoalbumose 
verarbeitet. 


1) F. Alexander, a. a. O. 


Als die neutrale, etwa 10°/oige Lésung des Riickstandes 
mit Ammonsulfat gefallt wurde, fiel auf, dass sich schon sehr 
friih bei einer Concentration von 110 Siattigung ein dichter 
Niederschlag bildete; da bei Zusatz von Siiure ein gleicher 
Niederschlag erfolgte, der allerdings bis zu einer bestimmten 
Concentration beim Umriihren wieder verschwand, so wurde 
dies Anfangs auf Anwesenheit von Fettsiuren bezogen (in dem 
Caseinum technicum sind solche, wie auch Milchzucker, reich- 
lich vorhanden), zumal die Untersuchungen Alexander's er- 
geben hatten, dass die von ihm beschriebene Protoalbumose 
erst bei Viertelsattigung mit Ammonsulfat zu fallen beginnt. 
Bei genauerer Priifung ergab es sich jedoch, dass dieser friih 
ausfallende Korper eine Albumose sui generis und gegen Salz- 
wirkung ausserordentlich empfindlich ist. Bekanntlich wird 
die aussalzende Wirkung von Neutralsalzen bei EiweisskOrpern 
und Albumosen durch Séiurezusatz sehr erheblich erhéht. Bei 
der vorliegenden Albumose ist nun die Empfindlichkeit gegen 
die Combination von Salz und Siiure besonders auffillig. Um 
eine Trennung derselben von der von Alexander beschriebenen 
Protoalbumose zu erzielen, wurde die fractionirte Fiillung mit 
Ammonsulfat benutzt. Es zeigte sich dabei, dass die untere 
Fillungsgrenze dieser Fraction bei einem Ammonsulfatgehalt 
von 0,8—1,0 cem. (in 10 cem. Gesammtlésung), die obere bei 
2.7—2,8 cem. in 10 cem. Lésung liegt, dass sie also mit ihrer 
oberen Fiillungsgrenze gerade noch an die untere Fallungsgrenze 
der Protoalbumose Alexander's hinanreicht, deren untere Fiil- 
lungsgrenze von mir in Uebereinstimmung mit Alexander bei 
einem Ammonsulfatgehalte von 2,6 ccm.: 10 cem., die obere 
von 4,4 cem.: 10 cem. gefunden wurde. Es waren somit gegen 
Erwarten zwei Albumosen von dem Verhalten der Proto- 
albumose erhalten worden. 

Der Kiirze halber sei die durch geringere Salzconcentration 
faillbare Albumose Protoalbumose I, die andere, der Beschreibung 
Alexander's entsprechende, Protoalbumose II genannt. 

Als die einzige Moglichkeit, die beiden Fractionen zu 
trennen, ergab sich wiederholte Fiillung mit Ammonsulfat, unter 
Verzichtleistung auf die letzten noch fiillbaren Reste der 
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Protoalbumose IT und der ersten fillbaren Theile der Proto- 
albumose II. 

Auf diese Weise war es leicht, die Fraction | rein dar- 
zustellen: dass es mir auch gelungen ist, die II]. Albumose von 
der Fraction | ganz zu befreien, méchte ich nicht mit Sicher- 
heit behaupten. 

Jede Fraction wurde vier Mal in etwa 10°/oiger neutraler 
Losung mit Ammonsulfat gefillt. Es sinkt dabei die Proto- 
albumose IT als schmierige braune Masse auf den boden der 
(Giefiisse, wiihrend sich die Protoalbumose II, &hnlich wie die 
Protoalbumose des Fibrins, in braunen Krusten an der Ober- 
fliiche der Fliissigkeit sammelt. Die Niederschlige wurden auf 
Thontellern von anhaftender SalzlOsung befreit, neuerdings 
gelost, gefiillt und dieser Vorgang einige Mal wiederholt. Um 
die Albumosen salzfrei zu machen, wurden sie wiederholt in 
45° oigem Alkohol gelést und dann so lange mit Alkohol ver- 
setzt, bis die klare Fliissigkeit sich triibte; es wurde dann 
klar filtrirt, die Fliissigkeit abgedampft, die zuriickbleibende 
gelbliche Masse wieder gelOst und in der oben beschriebenen 
Weise wiederholt: behandelt: es gelang so, die grésste Menge 
des Salzes ohne allzu grosse Verluste an Albumose, allerdings 
unter’ Verbrauch von sehr viel Alkohol, zu entfernen. Zur 
volligen) Entfernung des Ammonsulfats wurden die beiden 
Albumosen gelést und 48 Stunden gegen fliessendes Wasser 
dialvsirt, darauf wieder in der oben angegebenen Weise mit 
Alkohol behandelt. Es gab dann Nesslers Reagens keine 
Spur von Reaction mehr. 

Pulverisirt stellte die Protoalbumose I ein gelblichweisses. 
die Protoalbumose II ein mehr gelbliches Pulver dar. Bei 
Extraction mit Aether zeigte es sich, dass Fettsiiuren nicht 
mehr vorhanden waren, ebenso konnte kein Calciumphosphat 
mehr nachgewiesen werden, Die Kérper wurden dann bei 40° 
zur Trockne gebracht. 


b) Kigenschaften dieser Protoalbumosen. 


Beide Albumosen verbrennen auf dem Platinblech ohne Riick- 
stand. Sie lésen sich kaum im kalten, leichter im kochenden Wasser. 
Dabei gibt Protoalbumose Il eine klare,  Protoaibumose I eine triibe 


Lésung, die sich beim Erkalten noch zusehends triibt. Die wiisserige 
Lésung schmeckt bitter. 

Im verdiinnten Alkohol, wenn der Procentgehalt unter 70 betriigt, 
sind beide léslich, von 95°/oigem werden sie gefiillt. 

Gesiittigte Kochsalzlésung erzeugt bei beiden Albumosen einen in 
der Wirme bei I schwierig, bei Il ziemlich gut léslichen Niederschlag, 
der beim Abkiihlen wieder erscheint. 

Essigsiurezusatz verstirkt die Salzfallung. 

Zusatz von miassig verdiinnter Salzsiure und Schwefelsiure fallt I, 
nicht aber II. Der Niederschlag von I klart sich beim Erhitzen, kehrt 
beim Erkalten wieder. 

Missig verdiinnte Salpetersiiure erzeugt bei beiden Niederschliige, 
die sich bei I schwer, bei I leicht beim Erwiirmen lésen, beim Erkalten 
wieder ausfallen. 

Etwa 10°%oige Natronlauge, in geringer Menge zu der triben 
Losung von I gesetzt, bringt die Triibung zum Schwinden. Mehrzusatz 
erzeugt Fallung, die sich auf Wasserzusatz wieder list. IL wird durch 
Natronlauge nicht gefallt, wohl aber scheidet sich auf Zusatz von Kah 
in Substanz ein bei Verdiinnung lislicher Niederschlag aus. 

Metaphosphorsiiure erzeugt in der Lésung der Protoalbumose I, wie 
andere Mineralsiiuren, bei einem gewissen Zusatz Fallung, die sich im 
Wasser und im Ueberschuss der Lisung leicht lést; bei Protoalbumose II 
erzeugt Metaphosphorsiiure einen dicken Niederschlag, der sich im Ueber- 
schuss der concentrirten Lisung nicht lést, beim Erhitzen verschwindet, 
beim Erkalten wieder ausfallt. 

Eisessig ist ohne fallende Wirkung. Chlorbaryumlisung erzeugt mit 
heiden Albumosen einen Niederschlag, der in Salpetersiure lOslich ist. 
Ebenso erzeugen Kupfersulfat, Bleiacetat, Ferrocyankalium und Essig- 
siure mit beiden Niederschlige, der Ferrocyanidniederschlag list sich 
beim Erhitzen und kehrt beim Erkalten wieder. 

Concentrirte Salpetersiure gibt in Lésung der Protoalbumose I 
dicke Fiillung, in der Wiirme lislich, beim Erkalten wiederkehrend, bet 
geringem Erwarmen Gelbfiirbung, dann auf Neutralisation mit Natron- 
lauge braunrothe Firbung. Die Protoalbumose II wird durch concentrirte 
Salpetersiure schon in der Kilte sehr leicht gelést und gelb gefarbt, auf 
Alkalizusatz Orangefirbung. 

Millon’s Reagens gibt beim Erwarmen in der Loésung_ beider 
Albumosen schin tiefrothe Farbung der Flocken und der Fliissigkeit. 

Bei der Kalischmelze geben beide Faecalgeruch, nach Ansauern 
Geruch nach fliichtigen Fettsiuren. 

Die Reaction von Molisch ist bei beiden negativ. 

Kochen mit Bleiacetat und iiberschiissiger Natronlauge gibt bei 
Protoalbumose I keine, bei Protoalbumose II nur eine verschwindend 
geringe Graufarbung. 
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Phosphor ist in Protoalbumose I iiberhaupt nicht,!) in Proto- 
albumose II nur in zweifelhaften Spuren nachweisbar. 

Diesen Reactionen zufolge unterscheidet sich die Proto- 
albumose II von I wesentlich nur durch physikalische Kigen- 
schaften, namentlich geringere Fillbarkeit durch Salze, Séuren 
und Alkali. Die Reactionen, welche auf die Anwesenheit be- 
stimmter organischer Gruppen hinweisen, fallen bei beiden 
gleich aus; so die Kalischmelze, die Millon’sche, die Xanthopro- 
tein und die Molisch’sche Probe. In dieser Beziehung zeigen 
sie iibrigens beide das gleiche Verhalten wie das Casein selbst. 
Nur die Abwesenheit bezw. der geringe Gehalt an Phosphor 
liisst sie von diesem als constitutionell verschieden erscheinen. 

Es muss dahingestellt bleiben, in welcher Beziehung die 
Protoalbumose I zu der von E. Salkowski®) jiingst beschriebe- 
nen Caseinalbumose_ steht, welche als erstes Verdauungsprodukt 
erhalten wurde, aber in wesentlichen Punkten, namentlich dem 
hohen Phosphorgehalt, von dem von mir beschriebenen Korper 
abweicht. Jedenfalls bedarf die Untersuchung dieser Albumose 
der Fortfithrung, namentlich auch in der Richtung, ob sie auch 
aus nach Hammarsten gereinigtem Casein erhalten wird, 
eine Frage, die in Angriff zu nehmen ich aus iiusseren Griinden 
verhindert war. 


b. Fitterungsversuche. 


Als Versuchsthier diente dieselbe Hiindin, wie beim ersten 
Versuch; in Bezug auf Verabreichung des Futters wurde die- 
selbe Anordnung getroffen; das Thier, das inzwischen an Ge- 
wicht zugenommen hatte, erhielt jetzt 210 g Fleisch, dessen 
Stickstoffgehalt 3,469 °/o betrug, 80 g Fett und 100 ccm. Wasser. 


1) Die Prifung auf Phosphor geschah mit ungefihr 0,2 g Substanz 
durch Schmelzen mit Sodasalpeter, Lésen der Schmelze in Wasser, An- 
siuern mit Salpetersiure, Fallen mit molybdinsaurem Ammon und Ver- 
setzen mit Ammonnitrat; es erfolgte bei Protoalbumose I weder Gelb- 
firbung, noch konnte nach 24stiindigem Stehen bei 50° der geringste 
Niederschlag bemerkt werden. Bei Protoalbumose II erfolgte in der Kilte 
Gelbfiirbung, der Niederschlag war nicht wigbar. 

2) EK. Salkowski, Kleinere Mittheilungen. Diese Zeitschrift. 
Bd. XXVII, S. 297. 
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1. Fiitterungsversuch mit der Protoalbumose I. 


Die Protoalbumose I enthielt als Mittel aus drei Bestim- 
mungen 14,646 °/o Stickstoff. Der Hund bekam tiiglich 46,28 g 
Albumose und 5,37 g Fleischextract. 

Wiihrend des ersten Fiitterungstages mit Albumose erfolgte eine 
Entleerung von Harn in den Kiifig, so dass die Werthe fiir diesen Tag 
nicht beriicksichtigt werden. Der Koth war weicher als Fleischkoth, 
aber wie aus der Zeit der Entleerung hervorgeht, nicht diarrhéisch, da- 
gegen frass das Thier die bitter schmeckende Albumose nicht freiwillig, es 
wurde daher dieselbe in fliissiges Fett eingetragen, mit demselben innig 
verriihrt; das Ganze erstarrte zu einer Masse, die leicht dem Thiere 
beigebracht werden konnte. Wegen des geringen Wassergehaltes der 
Albumose erhielt das Thier ungefiihr das Doppelte an Wasser, etwa 
200 cem. 

Wie aus der Stickstoffbilanz zu ersehen ist, ist diese 
Albumose des Caseins im Stande, Eiweiss vollkommen zu er- 
setzen. Wiithrend der Vorperiode der Hund eher etwas 
von seinem Kérpereiweiss abgab, setzte er in den Albumosen- 
tagen Stickstoff an, und dieser Ansatz dauerte auch fiir die 
Nachperiode fort, wo jetzt das gleiche Futter, wie in der Vor- 
periode, viel besser ausgenutzt wurde, 

Stellt man die Zahlen des zweiten und dritten Tages der 
Vorperiode und die des zweiten und dritten Tages der Albu- 
mosentiitterung tabellarisch zusammen, so ergibt sich: 


Tabelle IV. 


Stickstoff- | Stickstoff- [| Stickstoff- 

Einnahme Ausgabe Bilanz 
2. und 3. Fleischtag (| Vorperiode) 14,7 14,8 — 0,1 
2. und 3. Albumosentag ... . 14,7 14,43 +. 0,27 


Wiihrend in der Vorperiode eine geringe Abgabe von 
Stickstoff stattfindet, haben wir in den Albumosentagen einen 
geringen Ansatz von Stickstoff. 

2 Fiitterungsversuch mit Protoalbumose II. 


Die Bedingungen waren dieselben wie im vorigen Ver- 
suche, und es schloss sich die Fiitterung dieser Albumose an 
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die Nachperiode des vorigen Versuchs an. Leider stand mir 
davon nur so wenig zur Verfiigung, dass die Fiitterung auf zwei 
Tage beschriinkt werden musste. 

Der Stickstoffgehalt der lufttrockenen Albumose_ betrug 
im Mittel von drei Bestimmungen 14,44 °%/o. 

Das Thier erhielt tighch 46,93 g Albumose und 5,37 g 
Fleischextract. Das Futter musste, wie im vorigen Versuche, 
dem Thiere beigebracht werden. 

Aus der Tabelle V geht hervor, dass der Versuch glatt 
verlief, auch hier stellten sich keine Diarrhéen ein. 

An den entscheidenden Tagen ergibt sich: 

Tabelle VI. 


Stickstoff- Stickstoff- Stickstoff- 
Ausgabe Bilanz 
2. und 3. Fleischtag (Vorperiode) 14,7 14,0 +- 0,7 
1. und 2. Albumosentag .... 14.7 14,4 +. 0,3 
V. 


Wovon hangt der ungleiche Nahrwerth der Albumosen ab ? 


Vergleichen wir die Ergebnisse der drei Futterungsver- 
suche, so wie sie sich in Tabelle II], IV und VI darstellen, so 
finden wir, dass die Heteroalbumose des Fibrins nicht im 
Stande ist, fiir das Eiweiss der Nahrung einzutreten, wiahrend 
die Protoalbumosen des Caseins dies vermodgen. 

Ks erhebt sich nun die Frage, wovon diese Ungleichheit 
abhiingt. 

Obgleich die bisherigen Erfahrungen mit Albumosen- 
fiitterung und auch die soeben mitgetheilten kein hinreichendes 
Material zu einer ganz befriedigenden Erérterung dieser Frage 
bieten, so ergeben sich doch einige Gesichtspunkte, die einer 
niiheren Beleuchtung werth sind. 

Zuniichst geht aus meinen, wie aus friiheren Versuchen 
hervor, dass die Grodsse des Molekiils an sich iiber den 
Niihrwerth der Proteinstoffe nicht entscheidet. Es wird von 


\ 


keiner Seite bestritten, dass die Albumosen ein geringeres 
Molekulatgewicht besitzen, als die Eiweisssubstanz, von der 
sie abstammen. Wenn trotzdem aus ihnen durch die inter- 
mediiren Vorginge des Stoffwechsels die Eiweisskérper des 
Thierleibs hervorgehen, so ist damit die relative Unabhiingig- 
keit dieses Vorgangs von der Molekulargrésse dargethan. Wie 
weit diese Unabhingigkeit geht, liisst sich allerdings noch 
nicht genau ermessen. Wenn Pollitzer Recht hat, so wire 
noch das Gemenge der Trypsinpeptone, in denen man ziem- 
lich einfache Stoffe sehen muss, eines Wiederaufbaues zu Ei- 
weiss fiihig. Sicher steht es, nach den Versuchen von 
Adamkiewicz und Ellinger, dass das Gemenge der ersten 
Spaltungsprodukte des Fibrins, obgleich diese unter sich ver- 
schieden und zum Mindesten von Anfang an in der Vierzahl 
vorhanden sind (Hetero-, Proto-, sogenannte »Deuteroalbumose » 
A und B)!*), eine solche Riickbildung ermoglicht. 

Im Hinblick darauf ist es wohl nicht ohne Belang, dass 
die Heteroalbumose fiir sich allein dieser Aufgabe nicht ge- 
niigt. Es miissen ihr somit chemische Ejigenschaften oder 
Elementargruppen fehlen, welche den anderen primiren Spal- 
tungsprodukten zukommen. 

E. P. Pick hat constitutionelle Unterschiede der Hetero- 
albumose gegeniiber der Protoalbumose in folgenden Puncten 
gefunden: 

1. in dem verschiedenen Gehalt an in basischen Gruppen 
gebundenem Stickstoff: bei der Heteroalbumose 38,93° 0, 
bei der Protoalbumose 25,42 °/o; 

2. in dem geringeren Gehalt der Heteroalbumose an 
Tyrosin und Indol liefernden Gruppen; 

3. 1m reichlicheren Gehalt an Leucin und einer’ er- 
heblichen Menge von Glycocollgruppen. 

Gegeniiber anderen, als primiire Produkte der Fibrin- 
verdauung aufzufassenden Albumosen unterscheidet sich ferner 
die Heteroalbumose durch den Mangel der Kohlenhydratgruppe 
und den relativ geringen Gehalt an leicht abspaltbarem Schwefel. 


1) E. P. Pick a. a. O. 


Man wird naturgemiss in einem dieser Momente den 
Gavund des ungeniigenden Nihrwerths der Heteroalbumose 
suchen miissen, 

“7unichst konnte daran gedacht werden, dass die Art 
der Stickstoffbindung in der Heteroalbumose, wonach darin ein 
ausserordenthich grosser Antheil des Stickstoffs in Form = von 
basischen Gruppen vorhanden ist, an ihrer Minderwerthigkeit 
Schild triiet, 

Durch den Vergleich der bisher tiber die Art der Stick- 
stoffbindung im Eiweiss  bekannt gewordenen Zahlen liisst 
sich in dieser Richtung eime klarere Vorstellung gewinnen. 
Um ihr eme noch festere Grundlage zu geben, habe ich in 
einer Anzahl von Versuchen die entsprechenden Verhaltnisse 
auch fiir die Protoalbumosen des Caseins und fiir das ver- 
fiitterte Pferdefleisch festzustellen gesucht. 


lech bin dabei dem von W. Hausmann!) ausgebildeten Verfahren 
vefolgt. Bemerkt sei nur, dass ich die Dauer des Kochens mit con- 
centrirter Salzsiiure zu S—10 Stunden festhielt, und dass ich es zweck- 
niuissig fand, erst mit unter Zusatz von Kalium- 
und Kupfersulfat so lange zu erhitzen, bis die Fliissigkeit grauschwarz 
veworden war, dann nach Erkalten neuerlich Kjeldahlsiure hinzuzusetzen. 
Es wird so die Zersetzung in den phosphorwolframsiiurehaltigen Losungen 


sehr beschleunigt. 


Bestimmung dev Stichstoffrertheilung in den Protoalhumosen 
des Cuseins. 
A. bestimmung des Amidstickstoffs. 
Tabelle VIL. 


| Ndes mit MgO | Amid-N in 
vewicht 
NH, ing Mitte! 
| } 
| | 
1.2440 0.02837 2,281 
L41105 0.03284 2.3260 
Albumose 08671 | | \ 
0.8802 0.01356 15st 


1) Hausmann: 0. 


b. 


Bestimmung des Diaminostickstoffs. 
Tabelle VIL. 


| 
‘Volumender) Volumen 


C. 


Gewicht | Losung des des zur Gefunden 
| Phosphor- Bestimmung 
der | wolfram- | ver- 
rope 
1.41105 250 84 O.0345 2.38 
1.41105 250) O.005840.0825 2.31 
A\ibumose I | 2,53 
1.2440 250 44.54 O.00611 0.0310 2.74 
1.2440 250 89,68 0.0121 0.0837. 2,71 
0.8671 250) 2.91.) 
\O,8671 250 -0,00503.0,0251% 2,90. 


Jestimmung des Monaminostickstoffs. 


Tabelle IX. 


Vv olumendes Volumen ‘ 
Gewicht | _ Phosphor- des zur Gefunden 
Bestimmung 
der | wolfram- par 
| shure- wendeten direkt = | 
| fitteats Theils | ing | Probe: | Nin Mitte 
41105) 250 44.8% 0.0256 014521 10,15 | 
141105 250 F484 0.0255 014223 10.08. | 
0.8802 250) 50 -0,0184 0.0922 10,48 | 
O,8802 250 50 -0,0187 0.0938 10.66, 
Albumose II? | ¥ | (10,50 
0.8671 250 0.0181 0,0906 | L045 
0,867 250 100 (0.03615 0,0903 10,42 | 
Tabelle X enthiit die Zusammenstellung der gefundenen 


Mittelwerthe behufs Vergleich der aus den Summanden_ sich 
ergebenden Stickstoffzahlen mit dem fiir den Gesammtstickstoff 
gefundenen oben angegebenen Werthe. 


Tabelle X. 


Amid- Diamino- | Mon- /Stickstoff- 
amino- | Summe 
stickstoff | stickstoff | tickstoff gehalt 
| stl sto | 
Albumose I 2538 | 1498 | 14,65 
A\lbumose II 1.54 2,90 | 10.50 | 14.94 14.47 


II. Bestimmung der Stickstoffvertheilung in dem verfiitterten 
Fleische. 


Ks wurden zur Bestimmung 2 Portionen von dem bei 
den 2 letzten Fiitterungsversuchen benutzten Fleische  ver- 
wendet, dessen Stickstoffgehalt im Mittel 3,467°/o betrug. 


A. Bestimmung des Amidstickstoffs. 
Tabelle XI. 


| g Stickstoff des | Amidstickstoff in 
| mit MgO 

der Probe | abdestillirten NH, | | Mittel 
| | 

4.9531 | 0,00146 | 0,295 | 
| | 0,257 

5.0432 | 0,001 10 0,218 | 


Die sonst so scharfe Werthe ergebende Bestimmung des 
Amidstickstoffes zeigt beim Fleisch erhebliche Differenzen der 
beiden Kontrollbestimmungen. Es diirfte dies dadurch bedingt 
sein, dass das Fleisch kein einheitlicher Korper ist und die eine 
Portion vielleicht mehr Fett und Bindegewebe enthielt, als 
die andere. 


Bb. Bestimmung des Diaminostickstoffs. 
Tabelle XII. 


Vol der} Vol 
Gefunden 
_ Phosphor- |Bestimmung 
saurenieder-| wende i ticksto 
4.9531 350 44,84 0,00785 | 0,0501 1,22 
4.9531 | 350 44.84 | 000958 | 0.0748 1,48) 
5,0432 500 89,68 0,01437 0,08015 1,59 
5,0432 500 44,84 | 0,00739 | 0,0824 1,61 


on 
| | 
i i 
a 
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C. Bestimmung des Monaminostickstoffs. 
Tabelle XIII. 


Gewicht dee Gefunden 
\Bestimmung, 
der wolfram- | ver- | 
Prob saure- wendeten direkt | ! Stickstoff sie 
filtrats Theils in g in %o Mittel 
| | | 
4.9531 250 44,84 0.0147 0.0819 1,654 | 
4,9531 | 250 4484 | 0,0160 0,0895 | 1908 
5.0432 250 44,84 0.0183 | 0.1023 | 2.040 
5,0432 250 | 44,84 0,0189 | 01054 2,090 


Tabelle XIV enthiélt die Mittelwerthe der verschiedenen 
Bestimmungen im Vergleich zum gefundenen Stickstoffgehalt. 


Tabelle XIV. 


Stickstoff- 


Amid- Diamino- | Monamino- | 
stickstoff stickstoff stickstoff  gehalt 
0,257 1.47 | 1.899 3626 3,467 


Bei dem Fleisch fiallt der hohe Werth fiir Diaminostick- 
stoff auf. Es ist aber dabei beriicksichtigen, dass ein 
grosser Theil der stickstoffhaltigen Extractivstoffe dabei mit- 
bestimmt ist, da das Kreatinin, aus Kreatin durch das Kochen 
mit Salzsiiure entstanden, die Purinbasen des Fleisches, aber 
auch das Neurin des Lecithins durch Phosphorwolframsiure 
fiillbar sind. Thr Stickstoffgehalt betragt nach Voit!) ungefahr 
7°/o des Gesammtstickstoffs. Um eine von diesen Zahlen nicht 
sehr abweichende Grésse muss somit der Diaminostickstoff des 
Fleisches zu hoch gefunden werden. Daneben muss auch der 
Gehalt des Fleisches an Leim und Bindegewebe, die ja sehr 
reich an Diaminostickstoff sind, in Betracht gezogen werden, 
so dass fiir die Eiweisskérper des Fleisches die Zahlen sicher 
andere sein werden. Fiir den uns hier interessirenden Vergleich 


1) Voit, a. a. O. S. 22. 


| | 
| | | 


haben jedoch die betreffenden noch nicht ermittelten Werthe 
der reinen Muskeleiweisskorper keine Bedeutung. 

Die folgende Tabelle enthilt die) Zusammenstellung der 
eefundenen Werthe in Procenten des Gesammtstickstoffs. Zum 
Vergleich sind noch die Zahlen, die Hausmann?) ftir Leim, 
Casein und Edestin und Pick?) fiir die Heteroalbumose gefunden 
haben. danebengestellt. 


Tabelle XV. 


Amid- Diamino-  Monamino-| Stickstoff 
stickstoff stickstoff | stickstoff | in Summe 


o% oj, statt 100% 
Casein. | 1337 | 11,71 | 75,98 | 101,06 
Protoalbumose [des Caseins 15,69 47,27 69.01 | 101.97 
Protoalbumose Il des Caseins «10.6% 2004 72,00 | 103.23 
Pierdenemen | 740 | 42.373) 54,74 | 104.51 
Fdestin | 1025 | 3815 | 5499 | 103,39 
Heteroalbumose des Fibrins 6.49 38.93 DT AQ 102,78 


Die Durchsieht dieser Tabelle ist geeignet, tiber die Be- 
deutung der Stickstolfbindung fiir die Eiweissernahrung einigen 
Aufschluss zu geben. 

Ich habe die einzelnen Substanzen in der Reihenfolge 
angefiihrt, wie sie sich aus ihrem experimentell festgestellten 
Nithrwerth ergibt. In erster Reihe das Casein, seine Proto- 
abumosen und das Fleisch, sodann das Edestin, das nach 
Zadik4) dem Casein nicht ganz gleichwerthig ist: weiter die 
Heteroalbumose, welche sich geeignet zeigte, die Eiweisskorper 
des Fleisches zu %10 zu ersetzen, zum Schluss Leim, 
dessen Nithrwerth zu etwa von jenem des Eiweisses an- 
zusetzen. Ist. 

Nun sieht man sofort, dass der Procentgehalt des durch 


1) W. Hausmann, Diese Zeitschr., Bd. XXIX, 5. 143. 

2) KE. P. Pick, Diese Zeitschr.. Bd. XXVIII, S. 258. 

3) Davon etwa 7°. nicht dem Eiweiss angehoriger Stickstoff. 
4, Zadik, Pfliiger’s Archiv, Bd. 77, 5. 1. 
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Kochen mit Salzsiiure abspaltbaren Stickstoffs in der Reihe 
yon oben nach unten im Ganzen abnimmt. 

Wenn es auch unstatthaft wire, hieraus den Schluss zu 
ziechen, dass ein hoOherer Gehalt an solchem locker gebundenen 
Stickstoff die Verwendbarkeit eines) EKiweisskorpers fiir den 
Stickstoffersatz erhdht, so geht doch sicher daraus hervor, 
dass der Naihrwerth eines Eiweisskorpers durch den Gehalt 
an solehem Stickstoff bis 15°%/o des Gesammitstickstolfs 
nicht beemtriichtigt wird. Dies deutet darauf hin, dass bei 
den intermediiren Vorgiingen, die dem Eiweissansatz voran- 
gehen, eine Abspaltung des locker gebundenen Stickstofls nicht 
erfolet, wie dies schon iibrigens fiir die in den vorbereitenden 
Stadien sich abspielenden Verainderungen daraus zu entnehmen 
ist, dass die Pepsin- und Trypsinverdauung innerhalb der 
ersten fiir die physiologische Leistung allein’ in’ Betracht 
kommenden Verdauungszeit eine kaum merkliche Abspaltung 
von Ammoniak bewirken. 

Sodann ist daraus zu entnehmen, dass auch der Gehalt 
aun Monamino- und auch an Diaminostickstoff keineswegs itiber 
den Nithrwerth entscheidet. Casein Fleisch,!) welche 
hahezu an den Endpunkten der Reihe stehen, sind einander 
im Grossen und Ganzen gleichwerthig. 

Man kommt so zu dem zuniichst unerwarteten Schluss 
dass die Art der Stickstoffbindung fiir die physiologische Ver- 
werthbarkeit der einzelnen Eiweisskorper nicht ausschlaggebend 
ist, oder, Was im Ganzen dasselbe sagt, dass es dem Organis- 
inus Wenigstens innerhalb gewisser Grenzen moglich ist, bei dem 
Processe des Ansatzes die verschiedenen Formen der Stick- 
stoffbindung ohne Verlust und erheblichen Arbeitsaufwand in 
cinander tiberzufiihren. 

Gibt sonach die Stickstoffvertheilung in den Kiweisskorpern 
und ihren Abk6mmlingen keine Aufkléirung tber ihr ver- 
<chiedenes Verhalten im Stoffwechsel, so muss um = so mehr 
Gewicht auf die Art und Menge der in’ ihnen vorgebildeten 


1) Fiir Pferdefleisch ist in Betracht zu ziehen, dass die Werthe 
fur den Diaminostickstoff etwa um 7°)o niedriger, jene fiir die anderen 
bindungsformen des Stickstoffs aber entsprechend héher anzusetzen sind. 
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Kohlenstoffkerne und ihrer Verbindungen zu Albumose- und 
Peptoncomplexen gelegt werden. In Bezug auf letzteren Punct 
sind die bisher bekannt gewordenen Thatsachen so unge- 
niigend, dass von einer Erorterung abgesehen werden muss: 
aber auch in Betreff der Bedeutung der einzelnen Kohlen- 
stoffkerne fiir den Nihrwerth des Gesammtmolekiils liegt nur 
spirliches Material vor, das jedoch immerhin geeignet ist, 
iiber die bei weiteren Untersuchungen einzuschlagende Richtung 
einiges Licht zu schaffen. 

Geht man von den beiden als minderwerthig erkannten 
EKiweissabkémmlingen, der Heteroalbumose und dem Leim, aus, 
so ergibt sich bei Vergleich der in ihnen vorhandenen Kohlen- 
stoffkerne den echten Eiweissstoffen gegeniiber die Abwesenheit 
von Kohlenhydratgruppen, die Abwesenheit bezw. der geringe 
Gehalt an Tyrosin und Indol liefernden Gruppen, hingegen ein 
vergleichsweise reichlicher Gehalt an Glycocollgruppen. Ein 
Vergleich mit anderen Eiweisskorpern zeigt nun, dass Vor- 
handensein oder Mangel der Kohlenhydratgruppen fiir den 
Niihrwerth im Sinne des Fleischersatzes nicht von Belang 
sein kann, denn auch aus dem Casein hat man sich vergeblich 
bemiiht, Kohlenhydrat abzuspalten,!) und Alexander?) hat 
die Albumosen des Caseins, was ich bestiétigen kann, kohlen- 
hvdratfrei gefunden. In dieser Beziehung hat sonach das 
Casein nichts vor dem Leim voraus. Es bleiben dann noch 
die allerdings auffalligen Verschiedenheiten Betreff des 
Gehalts an Tyrosin und Indol liefernden Complexen und an 
Glycocollgruppen. 

Da das Glycocoll in anderen Eiweissk6rpern nur sparlich, 
in manchen vielleicht gar nicht — Spiro’) hat es unter den 
Spaltungsprodukten des Caseins vergebens gesucht — vertreten 
ist, so muss der Gehalt an Glycocollgruppen in der Nahrung 
solange als Ersatz anderer kohlenstoffreicherer Elementargruppen 
des Eiweisses, des Leucins, der Glutaminsiiure, des Arginins 


1) Krawkow, Pfliiger’s Archiv, Bd. 65, S, 281. 

2) Alexander, Diese Zeitschr., Bd. XXV, S. 422. 

8) Spiro, Ueber Nachweis und Vorkommen von Glycocoll. Zeit- 
schrift f. physiol. Chemie, Bd. XXVIII, S. 186. 
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u. s. W., ungeniigend erscheinen, so lange nicht nachgewiesen 
ist, dass aus Glycocoll durch Synthese die kohlenstoffreicheren 
Aminosiiuren des Eiweissmolekiils hervorgehen kénnen. Eine 
solche Annahme ist aber fiir den Thierkoérper, wie die Sachen 
jetzt liegen, nicht statthaft. Danach ist die Vorstellung ge- 
rechtfertigt, dass die Glycocollgruppen der Heteroalbumose und 
des Leims vor dem Ansatz abgespalten werden und genau so 
wie verfiittertes Glycocoll nach Oxydation zur Vermehrung des 
ausgeschiedenen Harnstoffs dienen. Um so viel Stickstoff, als 
den Glycocollgruppen entspricht, diirfte ungefiihr der Niihrwerth 
des Leims und der Heteroalbumose gegen glycocollfreie Kiweiss- 
kérper zuriickstehen. 

Dass die Tyrosin und Indol liefernden Gruppen der 
Eiweisskorper fiir den Organismus eine besandere Bedeutung 
haben, da eine Neubildung von aromatischen Gruppen im Thier- 
korper anscheinend nicht erfolgt, ist sehr wahrscheinlich, und 
es ist wohl kein zufiilliges Zusammentreffen, dass die zwei 
untersuchten gerade in dieser Richtung schlecht bedachten 
Stoffe, die Heteroalbumose und der Leim, dem an Tyrosin und 
Indol hefernden Complexen reichen Casein nachstehen. Mehr- 
fach hat man schon die Unfihigkeit des Leims, das Korper- 
eiweiss vor Zerfall zu schiitzen, auf das Fehlen von Tyrosin 
in dessen Molekiil bezogen. Hermann’) glaubte daher, dass 
Leim bei Zusatz von Tyrosin im Stande wire, Eiweiss zu 
ersetzen, und erhielt bei daraufhin unternommenen Versuchen 
scheinbar eine Bestitigung dieser Vermuthung, indem das 
Korpergewicht des Versuchsthieres zunahm; doch ergaben 
spatere Versuche von Lehmann?) ein negatives Resultat. 

Wenngleich diese Befunde keinen endgiiltigen Schluss 
gestatten, so sprechen sie doch iiberwiegend in dem Sinne, 
dass fiir den Eiweissansatz die Anwesenheit einer gewissen 
Summe von Tyrosin und Indol liefernden Complexen im Eiweiss- 
molekiil unentbehrlich ist. 


1) L. Hermann u. Th. Escher, Vierteljahrsschrift der natur- 
forsch. Gesellschaft in Ziirich. 1876, S. 36. 

2) Lehmann, Sitzungsbericht der Gesellschaft fiir Morphologie 
und Physiologie in Miinchen. 1885. 
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Wenn nun aus) meinen Versuchen hervorgeht, dass 


evewisse Albumosen (die Protoalbumosen des Caseins) sich treti- 
lich zum = Ersatz des Eiweisses eignen, andere (die Hetero- 
albumose des Fibrins) aber in geringerem Maass, so Ist zu 
erwarten, dass bei Untersuchung weiter vom Eiweissmolekiile 
abstehender Verdauungsprodukte sich noch gréssere Unter- 
schiede herausstellen werden: denn nachweislich zerfillt) bei 
der peptischen tryptischen Spaltung das grosse Eiweiss- 
molekiil nicht in gleichartige und darum gleichwerthige Bruch- 
stiicke. Im Gegentheil, je weiter die Spaltung gediehen ist, 
um so weniger werden die einzelnen Spaltungsprodukte im 
Stande sein, im ThierkOrper fiir sich allein die) chemischen 
Aufgaben des intacten Eiweissmolekiils zu tbernehmen. Wohl 
ist aber auch dann noch daran zu denken, dass ein Gemenge 
derselben dieser Autgabe gewachsen sein kann, wenngleich 
wir erst von weiteren Untersuchungen Aufschluss dariiber 
erhoffen diirten, in welchem Umfang und auf welchem Wege 
sich dieser bedeutungsvolle Vorgang vollzieht. 
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Ueber die Ausscheidung von leicht abspaltbarem Schwefel 
durch den Harn. 
Von 


Dr. Eugen Petry 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institat zu Strassburg. 
Neue Folge. Nr. 20) 


Der Redaction zugegangen am 4, Juni 1900.) 


Die Ausscheidung des sogenannten neutralen Schwetfels 
im Harn ist) Gegenstand einer nicht geringen) Anzahl von 
experimentellen und kKlinischen Untersuchungen und Ausgangs- 
punkt fiir mehrerlet Schlussfolgerungen auf physiologischem und 
pathologischem Gebiet gewesen. Bedenkt man aber, dass zu 
dem oneutrilen Schwefel) chemisch und physiologisch weit aus- 
einander stehende Stoffe ihren Beitrag leisten: Unterschweflige 
siture, Rhodanide, AbkOmmiinge des Taurins, Cysteinderivate, 
Aethylsullid, Methylmercaptan, die Oxyprotemsiiure, die Eiweiss- 
~tolfe des normalen Harns und wohl noch andere, so wird 
man es begreiflich finden, dass die Einordnung der gefundenen 
Ergebnisse unter einfache Gesichtspunkte auf kaum  tber- 
windliche Schwierigkeiten gestossen ist, und dass es erst der 
neuesten Zeit vorbehalten blieb — man vergleiche die Unter- 
suchungen von H. Benedikt!) und W. Freund?) —, insoweil 
Klarheit zu schaffen, dass die grundlegende Frage der Ab- 
hiingigkeit des neutralen Schwefels von der Schwefelzufuhr 
der Nahrung als vorliiufig in verneinendem Sinne erledigt an- 
eesehen werden kann. 

Mehr Aussicht zur Erlangung positiver und physiologisch 
verwerthbarer Befunde béte die Beschriinkung solcher Unter- 
suchungen nur auf ganz bestimmte Componenten des neutralen 
Schwefels. Leider entziehen sich diese, soweit sie in nennens- 
werthen Mengen vorhanden sind, einer genauen quantitativen 
Bestimmung. Wohl aber ist in neuester Zeit durch Fr. N. 


1) Zeitschr. f. klin. Med. XXXVI. 
2) Diese Zeitschr., Bd. XXIX, S. 24. 
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Schulz?) ein gut charakterisirter Theil des neutralen Schwefels 
(der leicht abspaltbare Schwefel) der Untersuchung zugiinglich 
gemacht worden, und ich habe eine solche Untersuchung, die 
mir von Herrn Professor Hofmeister vorgeschlagen wurde, 
um so bereitwilliger aufgenommen, als durch die Studien von 
Schulz und eigene Versuche, tiber die gelegentlich berichtet 
werden soll, niihere Aufschliisse tiber die Schwefelbindung im 
Kiweiss gewonnen wurden. die fiir die Deutung einschligiger 
Fragen von Bedeutung sind. *) 

Indem ich betreffs der angewandten Methodik auf Schulz’s 
ausfiihrliche Mittheilung verweise, modchte ich nur folgende 
hierher gehérende Momente hervorheben: 

Schulz hat selbst sein Verfahren zur Bestimmung des 
leicht abspaltbaren Schwefels auf Harn angewendet, ich brauchte 
mich nur an seine Angaben zu halten. Das Kochen des Harns 
mit alkalischer Bleil6sung unter Zusatz von Zink («Zinkmethode > ) 
liess ich stets ber 11 Stunden dauern. Ich fand nach erlangter 
Uebung die Bestimmung nach diesem Verfahren, wenn auch 
zeitraubend, doch keineswegs besonders schwierig: die trotz 
der umstiindlichen Proceduren gute Uebereinstimmung der 
Kontrollproben zeigt, dass der auf diesem Wege aus Harn 
erhiltliche Schwefel einer ganz bestimmten Bindungsweise ent- 
spricht. Von den bisher bekannten Harnbestandtheilen, die 
auf Gehalt an abspaltbarem Schwefel gepriift) sind, kommen 
hier nur die unterschweflige Siure und das Cystin, bezw. andere 
Cystinderivate, in Betracht. Beide geben nach Schulz s 
Erfahrungen genau die Hiilfte ihres Schwefels in Form von 
Bleisulfid ab. Dye verschwindend geringe Menge im Harn 
vorkommender Proteinstoffe ist wohl, da diese wieder nur 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXV, S. 16. 

2) Versuche Stadthagen’s (Diese Zeitschr., Bd. IX, 8. 133), diesen 
Antheil des Neutralschwefels in iihnlicher Weise, wie dies spiter Schulz 
durchfiihrte, zu bestimmen, scheiterten, wohl wegen der geringen Menge 
dieses Kérpers, welche sich durch Oxydation des Sulfids zu Sulfat leicht 
der Bestimmung entziehen kann. Auch der von Goldmann (ibidem, 
Bd. XII, 8. 254) und Baumann gemachte Versuch einer Bestimmung 
durch Benzoylirung ergab, wie die Autoren selbst angaben, nicht be- 
triedigende Resultate. 
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Hunderttheile des Gewichts an Schwefel abgeben, wenigstens 
fiir normale Verhiltnisse ganz ohne Bedeutung. 

Da bisher Untersuchungen iiber das Verhalten des leicht 
abspaltbaren Schwefels im Harn, abgesehen von zwei von 
Schulz nebenher ausgefiihrten Bestimmungen an Menschen- 
harn, nicht vorlagen, war die niichste zu beantwortende Frage: 
ist die Menge desselben von Menge und Art der ein- 
gefiihrten Nahrung abhiangig? 

Ich habe darum entsprechende Fiitterungsversuche an 
dem dazu am besten geeigneten Versuchsthier, dem Hund, 
nach Art des Stoffwechselversuchs vorgenommen. 


I. Einfluss der verfiitterten Fleischmengen. 


Im Ganzen wurden die Versuche an vier verschiedenen 
Hunden durchgefiihrt. Zur Untersuchung wurde zumeist der 
an zwei Tagen von gleicher Fiitterung gesammelte Harn beniitzt. 
In den Tabellen sind aber die Werthe auf je 24 Stunden um- 
gerechnet. 

Zur Fiitterung diente Pferdefleisch. Da iiber die Schwefel- 
bindung im Pferdefleisch und in den Eiweisskérpern desselben 
nichts bekannt ist, habe ich eine Bestimmung des abspaltbaren 
Schwefels an von Fett und Bindegewebe befreitem Pferde- 
fleisch, wie es als Nahrung diente, ausgefiihrt. 

Ehe ich die Schulz’sche Methode auf Fleisch anwendete, wurden 
in einer entsprechenden Probe die bei der Zerkochung mit Kalilauge 
resultirenden Riickstinde auf einem Filter gesammelt, gewaschen, ge- 
trocknet, mit Natriumsuperoxyd verascht und auf Schwefel untersucht. 
Es zeigte sich, dass sie schwefelfrei waren, wodurch die Anwendbarkeit 
der Bestimmungsmethode des abspaltbaren Schwefels nach Schulz auf 
Fleisch bewiesen war. 

Nach dieser Methode ergab sich sodann, dass aus 3,1814 g feuchten 
Pferdefleischs 0,02065 g BaSO, zu erhalten waren, und in einer anderen 
Probe ergaben 4,264 g Substanz 0,0270 g BaSO,. Daraus berechnet sich 
der Gehalt an abspaltbarem Schwefel zu 0,089 resp. 0,087, im Mittel zu 
0.0SS°'o. Bei der Veraschung des Fleischs nach Asboth-Diihring er- 
gaben 0,8577 g Substanz 0,0204 g BaSO,, entsprechend 0,32667°/o Gesammt- 
schwefel. 

Der abspaltbare Schwefel des Pferdefleischs stellt: sonach 
27°.9 des Gesammtschwefels dar. 
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Leber das Ergebniss des Fiitterungsversuchs ist kurz 
Nachstehendes zu berichten: Ein ca. 8 ke schwerer Hund (A) 
wurde zunichst durch Tage mit 500 Pferdefleisch gefiittert, 
an den letzten zwei Tagen der Harn des Thieres aufgefangen, 
vereinigt und untersucht Plerauf wurden durch 6 Tage 
tivglich nur 200 ¢ Plerdefleisch und 70 Fett, 50 Zucker 
und 7O@ Stirke verabreicht und wieder der Harn der beiden 
letzten Tage auf Schwefel untersucht 

ber demselben Thier wurde, nachdem es inzwischen 
Fiitlerungsversuche mit’ diversen Eiweisskorpern durchgemacht 
hatte, mach Wochen nochmats die Menge des abspaltbaren 
Schwefels ber Fiithterung mit) 500 Fleisch bestimmt 
Ferner stellle mir Herr cand. med. Blum liebenswtirdiger 
Weise den Harn eines in befindlichen, 
mit (Oe Fleisch und 7O @ Fett 7 ke schweren 
Hundes (By) und den desselben Hundes, bet Fiitterung 
mit 700 ¢ Fleisch, zur Verftigung UV, Dann habe ich 
von emem ca. 16 ke schweren, mit) Fleisch tiglich 
veftitterten (C) gleicher) Weise die Schwetelaus- 
scheidung untersucht (VI). Die erhaltenen Werthe sind aus 
nachstehender Tabelle ersichtlich, worm S die Menge des 
gesammiten ausgeschiedenen Schwefels, S, jene des als 
Schwefelmetall abspaltbaren Schwefels, das Verhiiltniss 
heider, S == LOO gesetzt, bedeutet. 


Tabelle 


Vers. Hund Gewicht Futter | | Sa | 
g 

ca Sky 500g Fleisch 00,8037 0,0082 1,01 
II > | >» 8 > 200g Fleisch 120¢ | 

| Kohlehydr.-70gFett 0.1249 0,0037. 
> | » ¢ Fleisch | | 0,0072 | — 
IV | > 7 » 0.3915 | 0,01182 | 3.02 
| > 7 > 700g Fleisch | 1,4272 002124 148 
vi | c | SOs 1.3154 | 0,0265 2,02 


a 


Wie man sieht, ist beim geniigend erniihrten Hund, ob 
er nun Fleisch allein oder neben diesem noch ausreichend 
Fett oder Kohlehydrate erhilt, das Verhiiltniss des abspalt- 
baren Schwefels zum Gesammtschwefel ein wenig wechselndes : 
es schwankt von 1—3°%)o. Da nach Erfahrungen friiherer 
Untersucher die Menge des Neutralschwefels eine bei Weitem 
erOssere ist (17—40 %o), stellt’ der abspaltbare Schwefel 
nur einen geringen, aber ziemlich bestiindigen Bruchtheil des- 
selben dar. 

Da bet Hund A und B der geringste Procentsatz mit 
der groéssten Eiweisszufuhr (Versuch [und V) zusammenfallt, 
so kénnte man schon daraus schliessen, dass die von Benedict 
angegebene relative Unabhingigkeit des Neutralschwefels von 
der Gesammtschwelelausfuhr auch fiir den leicht abspaltbaren 
Schwefel gilt. Zu einem endgiiltigen Schluss in dieser Richtung 
reichen freilich diese Daten nicht aus. 

Um den Einfluss der Fleischzufuhr besser sicherzustellen, 
wurde Hund C, der vorher mit gemischter Kost ernahrt worden 
war, durch 3° Tage mit eiweissfreier Kost) (bestehend aus 
einem Brei von Stirkekleister, Zucker und Schweineschmatz) 
erniihrt. Am 3. Tage dieser Fiitterung wurde der Harn = ge- 
sammelt und untersucht. Dieser Hungeryersuch ging dem 
Fiitterungsversuch am selben Thier (VI) unmittelbar voraus. 

Versuch VII. Es fanden sich in 2% Stunden 

S = 0,2379 g; Sa = 0,01706 g; fo Sa = 7,17. 

Wie ersichtlich, betrug die Gesammtmenge des Gesammt- 
schwefels etwa 1/6, die Menge des abspaltbaren Antheils aber 
“3 von den entsprechenden Werthen des Fiitterungstages. 
Der abspaltbare Schwefel wird sonach bei Eiweisshunger vom 
QOrganismus in relativ viel grdsserer Quantitiit abgegeben, als 
oxvdirter, wie dies bereits fiir den « Neutralschwefel» bei 
Fiitterung mit eiweissarmer Nahrung bezw. beim Hunger von 
Voit und Bischof,') Heffter,?) Fr. Miiller*) und Anderen 


1) Die Gesetze der Ernihrung des Fleischfressers. Leipzig 1860. 
*) Pfliiger’s Archiv, Bd. 38. 
3) Berliner klin. Wochenschrift, 1887, 433. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 
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nachgewiesen wurde. Man darf wohl annehmen, dass diese Ab- 
gabe nicht Folge der Eiweissentziehung ist, sondern dass auch 
bei normaler Kost ein gleiches Quantum solchen Schwefels 
zur Ausscheidung gelangt, erhOht um einen geringen Werth, 
welcher als Rest von verfiittertem, abspaltbarem Schwefel an- 
gesehen werden kann, aber auch aus anderer Quelle, niimlich 
von intermediir durch die Fleischzufuhr veranlassten Um- 
setzungen stammen konnte. 

Jedenfalls ist) daraus zu entnehmen, dass bei Unter- 
suchungen tiber das Verhiiltniss des abspaltbaren Schwefels 
zum Gesammtschwefel ungentigende Eiweisszufuhr zu ver- 
meiden ist, da sonst eine relative Steigerung des abspaltbaren 
Schwefels eintritt. 


II. Ersatz von Fleisch durch andere Proteinstoffe. 
A, Fiitterung mit Casein. 

Als Versuchsthier diente Hund A. Der Versuch schloss 
sich unmittelbar an den Versuch II an, und zwar so, dass 
durch 4 Tage statt 200 g Fleisch 70 g trockenes Caseinum 
technicum von Merck zur Verfiitterung kamen, daneben die 
gleiche Menge Kohlehydrate und Fett. 

Die Menge Casein war so gewiihlt, dass sie mindestens 
so viel Stickstoff enthielt, als die angefiihrte Fleischmenge. 

Zur Beurtheilung der dabei gewonnenen HResultate war 
die Feststellung der Schwefelvertheilung in vertfiitterten 
Casein nothwendig. 

1,6034 g des verfiitterten Praparats ergaben, nach der Schulz- 
schen Methode untersucht, 0,0116 g BaSO,, was einem Gehalt von 
0.0994 abspaltbaren Schwefels entspricht. 1,4065 g Substanz ergaben 
in einer zweiten Bestimmung 0.0105 g BaSO, (entsprechend einem Ge- 
halt von 0,1025°o abspaltbarem Schwefel). Das Mittel war sonach 
O1OL 

Daneben wurde in einer Probe der Gehalt dieses Praparats an 
Gesammtschwefel untersucht. 0.71325 g Substanz ergaben 0.0418 ¢ 


BasO,, woraus sich ein Gehalt von 0,805 °/o berechnet. 

Der abspaltbare Schwefel des Caseinpriiparats betrug 
somit 12,5°/o vom Gesammtschwefel. 

B. An die Caseinversuche schloss sich am selben Thier 
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die 6 tigige Fiitterung mit dem Eiweiss von Pferdeblutserum. 
Dasselbe war durch Coagulation von Blutserum erhalten und 
wurde zu 420 g tiiglich neben der sonst gegebenen Menge 
yon Kohlehydraten und Fetten gereicht. Die Menge war auf 
Grund der Stickstoffbestimmung, welche an dem verfiitterten 
Priiparat ausgefiihrt wurde, so gewiihlt, dass dadurch etwas 
mehr als 200 g Fleisch dem Stickstoff nach ersetzt wurden. 

Die Schwefelvertheilung in dem Eiweiss des Blutserums habe ich 
nicht direkt bestimmt. sie lasst sich aus vorliegenden, zuverliissigen 
Daten ausreichend genau berechnen. Nach Hammarsten enthalt Pferde- 
serum 4,56 Serumglobulin neben 2,67 Serumalbumin. Nach 
Schulz enthalt ersteres auf 1,38°/o Gesammtschwefel 0,67 °/o abspalt- 
baren, letzteres auf 1,89°/o Gesammtschwefel 0,128°/o abspaltharen.  Fiir 
das Gemenge, das durch Coagulation des Serums erhalten wird, ergibt 
sich bei entsprechender Berechnung in 100 g Serum S=0,1134 g und 
Sa —0,06291 g. Das Verhiltniss beider kann somit etwa zu 100:55,5 
angenommen werden. 

C. Endlich war es mir durch das Entgegenkommen von 
Herrn Blum?!) moglich, auch den Harn des Hundes B yon 
einem Tag, wo er ausschliesslich Heteroalbumose und Fett 
erhalten hatte, zu untersuchen. Nach E. P. Pick?) enthiilt 
Heteroalbumose 1,22 °/o Schwetfel, davon den gréssten Theil 
(1,08) in abspaltbarer Form. 

Die drei genannten Proteinstoffe waren deshalb gewihlt 
worden, weil sie in Betreff ihres Gehaltes an abspaltbarem 
Schwefel die grdssten Unterschiede aufweisen: Casein und 
Heteroalbumose sind beide arm an Schwefel, aber Casein 
enthiilt ihn fast nur in fest gebundener, Heteroalbumose fast 
nur in abspaltbarer Form. Das Gemenge von Serumalbumin 
und Globulin ist im Ganzen schwefelreicher, in’ Betreff der 
Menge an leicht abspaltbarem Schwefel nimmt es eine Mittel- 
stellung ein. 

Die Versuchsergebnisse sind aus nachstehender Tabelle II 
ersichtlich. Auch hier ist, wo der Harn von zwei Versuchs- 
lagen gemeinsam verarbeitet wurde, der pro Tag entfallende 
Werth angefiihrt. 


1) S. die vorhergehende Arbeit. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 254. 
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Tabelle Il. 


| 
Ver- | | | | 
Hund | Nahrung | Sa Sa | 
such | | 
g g 
A | 70g Casein 0.0076 3.06 


120 » Kohlehydrate | 
70 > Fett | 
IX > 70 ¢ Casein O1880 0.0059 
120 > Kohlehydrate | 
70 > Fett | 
X 420 g feucht. Blutalb. | 
120 » Kohlehydrate 
70 » Fett 
Xl > 420 ¢ feucht. Blutalb. 
120 » Kohlehydrate 
70 » Fett | 
XII 420 ¢ feucht. Blutalb. 0.5873 0.0108 1.85 
120 » Kohlehydrate | 
70 » Fett | 
XI] Heteroalbumose 0.4802 0.0264 
+70 ¢ Fett | 


05413 0,0059 1,10 


0.6228 0.0138 2,22 


Mittel aus je zwei Tagen 


Der Beurtheilung der aus diesen Zahlen sich ergebenden 
Verschiedenheiten im Verhalten der einzelnen Eiweisspriiparate 
muss man eimerseits den Gehalt dieser Eiweisskorper an Ge- 
sammetschwefel, andererseits die Schwefelvertheilung — in 
denselben) zu Grande legen. Eine Abhiingigkeit der Ausfuhr 
an abspaltbarem Schwefel von dem Gesammtschwefelgehalt des 
zersetzten Eiweisses liisst) sich ohne Weiteres erkennen. Die 
durchschnittlichen Tageswerthe bei Serumeiweissfiitterung iiber- 
ragen an den spiiteren Tagen die bet den schwefeliirmeren 
Kiweissgemengen erhaltenen in entschiedener Weise. 

In diesen Versuchen ist auch das Procentverhiiltniss an 
abspaltbarem Schwefel ein’ merklich geringeres, was gerade 
dem relativ. schwefelarmen Casein gegentiber auffiillt, so dass 
hier neuerdings die Vermuthung nahe gelegt wird, dass bei 
reichlicher Zufuhr von Eiweissschwefel die relative Menge des 
abspaltbaren Schwefels abnimmt. 

Von Interesse ist auch der Vergleich der fiir den ab- 
spaltbaren Schwetel gefundenen Procentwerthe mit dem Gehalt 
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der verfiitterten Eiweisskorper an abspaltbarem Schwefel (unter 
sonst gleichen Ernithrungsverhiiltnissen, niimlich bei gemischter 
Kost). 


Tabelle Ul. 


Sa des verfiitterten 


Versuch | 
Eiweisses 


Sa des Harns 


II, IV, VI, VII Fleisch. . 27.0 1,0—3,02 
Vill, IX Casem..... 12.5 3,0—3.15 
X, XI, XI Serumalbumin . 

~-Serumglobulin . . 53,5 1.1—2.2° 
XIII Heteroalbumose | 87.3 | 5D 


Sieht man von dem Albumosenversuche zuniichst ab, so 
wird man auf Grund dieser Zahlen neuerdings zu dem Schilusse 
kommen, dass der Gehalt der verfiitterten Eiweissstoffe an 
abspaltbarem Schwefel auf den Procentsatz, in dem er im 
Harn erscheint, nicht von Einfluss ist, dass somit die Stolfte 
des Harns, welche abspaltbaren Schwefel enthalten, nicht ein- 
fache Zersetzungsprodukte der Nahrung, sondern von der gerade 
gegebenen Erniihrung unabhiingige Stoffwechselprodukte sind, 
ein Befund, weleher mit der oben angefiihrten Beobachtung, 
dass die Ausscheidung von abspaltbarem Schwetel bei Eiweiss- 
hunger rasch zunimmt, in bestem Einklange steht. 

Vorliufig vereinzelt ist der Befund bei der Fiitterung 
mit Heteroalbumose. Obgleich hier (Versuch XIII) die Menge 
des tiberhaupt ausgeschiedenen Schwefels nicht erheblich groésser 
ist als am Vortage (Versuch IV) bei Fleischfiitterung, ist die 
Ausscheidung an abspaltbarem Schwefel um nahe das Doppelte 
grosser. Man wird daher zuniichst naturgemiiss daran denken, 
dass die Heteroalbumose so gut wie ausschliesslich leicht 
abspaltbaren Schwefe!l enthiilt. Es darf aber nicht iibersehen 
werden, dass sich das Versuchsthier bei Heteroalbumosen- 
fiitterung nicht im Gleichgewicht befand, sondern einen nicht 
bedeutenden, aber doch merklichen Eiweissverlust erlitt.!) 
Ber dem Mangel an weiteren zum Vergleich heranzuziehenden 


1) Vgl. die vorhergehende Arbeit des Herrn Blum. 


Versuchen, namentlich tiber den Einfluss des Eiweisshungers, 
bleibt es immerhin denkbar, dass das Versuchsergebniss auf 
dieses Moment und nicht auf die Schwefelbindung in der 
Albumose zurtickzufiihren ist. Ueber diese Frage werden 
weitere Versuche entscheiden miissen. 

lm Anschluss an diese Versuche muss eine Beobachtung 
Platz finden, welche zu den bisherigen in einem = scheinbaren 
Widerspruch steht. Es handelt sich Fiitterungsversuche 
mit einem 7—8 kg schweren Hund (D), bei dem die Unter- 
suchung der Schwefelvertheilung im Harn bei reichlicher Casein- 
zufuhr beabsichtigt war. einer fiinftégigen Vorperiode 
wurde das Thier mit einer zum gréssten Theile aus eiwelss- 
armer Nahrung, Kiichenabfiillen u. dergl. bestehenden  «ge- 
mischten> Kost ernihrt. 

An zweien dieser Normaltage wurde der Harn untersucht 
und es fand sich 

Versuch XIV—XV) 


Sa 0/9 Sa 
am ersten Normaltag g 0,0142) ¢ 16.95 
>» zweiten > 0.0634 » O,OL098 » 17.32% 


Das Thier erhielt sodann an einem Tage 100 g Casein 
und im Verlaufe der drei niichsten Tage (deren Harn gemein- 
sam verarbeitet wurde) 200 g Casein in wenig Milch ohne 
sonstigen Zusatz. 

Im Harne fanden sich 

(Versuch XVI—XVII) 


Sa 
am ersten Caseintag 0334 g 00157 g 
2.—4. Tag, Tagesmenge 0.3804 » 0,00938 » 2,46 °/» 


Dieser Versuch zeigt sehr deutlich die geringe Abhiingig- 
keit des abspaltbaren Schwefels von der Eiweisszersetzung im 
Gegensatz zum Verhalten des Gesammtschwefels: darin finden 
die vorher beschriebenen Versuche eine Bestiitigung: als auf- 
fallend an diesem Hunde muss hingegen der unvergleichlich 
hohere relative Gehalt des Harns an abspaltbarem Schwefel 
bezeichnet werden, da Werthe iiber 7°/o vom Gesammtschwete! 
bei den tibrigen Hunden nicht zur Beobachtung kamen. Dass 


diese excessiv hohen Procentwerthe von 16,9—17,3 jedoch 
nicht in einer diesem Hunde anhaftenden Stoffwechselanomalie 
ihre Ursache haben, liisst sich aus dem minimalen Ausscheidungs- 
werth an Gesammtschwefel an diesen Tagen (O,O84 g, 0,063 g), 
ersehen, sowie aus dem Umstand, dass das Verhiiltniss des 
abspaltbaren zum Gesammtschwefel sich bei reichlicher Eiweiss- 
zufuhr derart iinderte, dass es in kiirzester Zeit dem bei den 
anderen Hunden gefundenen vollig entsprach (2,46°/0). Dieses 
Verhalten driingt zu der Annahme, dass das gemischte Futter 
der Vorperiode in diesem Fall Bestandtheile enthielt, welche 
zur Mehrausscheidung von abspaltbarem Schwefel Anlass gaben. 
Leider war es nachtriiglich nicht mehr modglich, die Art und 
Zusammensetzung des Futters festzustellen. 


III. Der Einfluss korperfremder Stoffe. 


A. Zufuhr des Schwefelkérpers der Spargelsprossen. 

Die jungen Spargelsprossen enthalten, wie Hofmeister?) 
gefunden hat, einen wasserléslichen schwefelhaltigen Korper, 
der, mit Bleiacetat und Kalilauge gekocht, intensive Schwiirzung 
erzeugt: vermuthlich ist er ein AbkOmmling der Eiweisskorper. 
Es lag daher nahe, zu untersuchen, ob die Verfiitterung dieses 
an abspaltbarem Schwefel sehr reichen Korpers auf die Schwefel- 
bindung im Harn von Einfluss ist. 

Man musste diese Moglichkeit um so mehr ins Auge 
fassen, als von Nencki?) das Auftreten einer schwefelhaltigen, 
allerdings nicht Schwefel abspaltenden Verbindung, des Methyl- 
mercaptans, nach Spargelgenuss nachgewiesen ist. 

Versuch 


Es wurde 1 kg kiauflicher Spargel zerkleinert, mit siedendem 
Wasser zerkocht, colirt und das Filtrat (welches mit Blei und Kalilauge 
lebhaft reagirte) dem Hund A verabreicht. Wahrend der dreitigigen 
Versuchszeit erhielt das Thier tiiglich ausser dem Spargelextract 200 g 
Fleisch, Fett und Kohlehydrate. 

Die Tagesmenge an abspaltbarem Harnschwefel betrug wihrend 
dieser 3 Tage 0,0102 g und die an Gesammtschwefel 0,336, wiihrend 


1) Archiv f. exp. Patholog. u. Pharmakologie, Bd. 33, S. 205. 
2) Archiv f. exp. Patholog. u. Pharmakologie, Bd. 28, 5. 206. 


das Thier an einem Kontrolltage (Vers. Il) bei gleicher Fiitterung ohne 
Spargelextract 0,0037 abspaltbaren und 0.1249 Gesammtschwefel ausschied. 
Der abspaltbare Harnschwefel ist somit nach Spargel- 
genuss entschieden vermehrt, aber auch der Gesammtschwetfel. 
Die Schwefelvertheilung im Harn erfihrt dabei keine 
wesentliche Aenderung (3,03°/0 gegeniiber 2,93 am Kontrolltag). 


Bb. Zufuhr von Acetonitril. 

Wie S. Lang!) seinerzeit in Hofmeister’s Institut ge- 
funden hat, veranlasst die Einftihrung von Fettsiurenitrilen 
eine sehr erhebliche Steigerung der Rhodanausscheidung. Da 
weiter aus den Versuchen von Pascheles?) hervorgeht, dass 
diese Rhodansynthese sich, wenigtens mit Blausiiure, auch 
direkt) beim) Zusammenbringen derselben mit) Eiweiss und 
Cystin nachalimen lisst, so war zu erwarten, dass die Zufuhr 
von Nitrilen eine Verminderung des im Harn auftretenden 
abspaltbaren Schwefels zur Folge haben diirfte. 

Versuch XIX. 

Ks wurde dem Hunde A, wihrend er lingere Zeit hindurch 500 g 
Fleisch erhielt, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 4 ccm Acetonitril 
per os verabreicht und der Harn der beiden niichstfolgenden Tage unter- 
sucht. Derselbe enthielt 0,1874 g Gesammtschwefel und 0,0032 g ab- 
spaltbaren Schwefel S: 5a = 100: 1,7. 

Daraus liisst sich ersehen, dass das Verhiltniss des abspaltbaren 
Schwefels zum Gesamintschwefel durch Nitrilfiitterung nicht zu Ungunsten 
des abspaltbaren Schwefels beeinflusst wird (am Kontrolltag schied das 
Thier 101°» des Gesammtschwefels als Sa aus), trotzdem bei der Nitril- 
vergiftung eine gewisse Menge des im Organismus frei werdenden ab- 
spaltbaren Schwefels diesem zur Rhodanbildung entzogen wird. 

C. Im Anschluss hieran soll tiber einen Versuch be- 
richtet werden, bei welchem ein Eiweisshunger  befind- 
liches) Thier Acetonitril erhielt: diese Versuchsanordnung 
hezweckte, zu ermitteln, ein wie grosser Theil des Gesammt- 
schwefels im Maximum zur Rhodanbildung herangezogen werden 
kann. Zu diesem Zwecke musste der Eiweissumsatz bei dem 
Versuchsthier durch Zufuhr grOsserer Mengen_ stickstofffreier 

1) Archiv f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. 34, S. 247. 

2) Ibidem, Bd. 34, 5. 281. 
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Nahrung auf ein Minimum herabgesetzt werden, um bet noch 

unschiidlichen Mengen Nitril dennoch einen moglichst grossen 

Antheil vom Gesammtschwefel als Rhodan erhalten zu kénnen. 
Versuch XX. 

Es wurde einem 8 kg schweren Hund, welcher durch 5 Tage hindureh 
nur mit Fett zubereitete Kartoffeln erhalten hatte, 2.5 ecm. Acetonitril 
(durch Darreichung per os) beigebracht; er erhielt an diesem und dem 
folgenden Tage nur Kartoffeln zur Nahrung (°4 Pfd. pro Tag). Von der 
zehnten Stunde nach der Eingabe des Nitrils an wird der Harn gesammelt, 
um das Verhiiltniss der Rhodanide zur Menge des Gesammtschwetels 
zu ermitteln. 

Der 235 ccm. messende Harn enthilt 0.2201 g Gesammtschwefel 
und 0,13771 g Rhodanwasserstoff. Im Rhodan erscheinen somit 33,9" » 
vom Gesammtschwefel gebunden. 


Dieses Ergebniss zeigt, dass, falls auch nur wenig Ei- 
weissschwefel zur Umsetzung gelangt, nur ein Theil desselben 
‘hier etwa ein Drittel) zur Rhodanbildung herangezogen wird. 

Die Menge des an Rhodan gebundenen Schwefels  stelit 
zur Gesammtmenge des zersetzten Eiweissschwefels in einem 
derartigen Verhiiltniss, dass die ganze als Rhodan zur Aus- 
scheidung gelangte Menge durch den abspaltbaren Schwetel 
des zersetzten Eiweisses gedeckt werden kann, wenn man fiir 
letzteres einen Gehalt an solchem Schwefel in Anschlag bringt, 
wie ihn die Eiweisskorper des Serums und das Muskeleiweiss 
besitzen. Keinesfalls kann man aus diesen Zahlen Anhalts- 
punkte dafiir gewinnen, dass bei der vitalen Rhodansynthese 
auch die nicht abspaltbare Schwefelgruppe des Eiweissmolekiils 
betheiligt ist. Vielmehr muss man in dem verhiiltnissmiissig 
niederen Rhodanwerth eine Bestiitigung des von Pascheles 
bei der extra corpus verlaufenden Rhodansynthese gemachten 
befundes fiir die im lebenden Organismus vor sich gehende 
Synthese erblicken. 

D. Phosphorvergiftung. 
Versuch 

Mit Riicksicht auf einen Befund Goldmann’s und Bau- 
Inann’s,') welche an dem Harn eines mit Phosphor ver- 
gifteten Hundes eine erhebliche Vermehrung der durch Ben- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 254. 
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zovlirung nachweisbaren cystiniihnlichen Substanz des Harns 
beobachteten, wurde der Hund C mit Phosphor vergiftet und 
nach Entwickelung des typischen Vergiftungsbildes Harn von 
24 Stunden gesammelt und untersucht. 

Die Darreichung des Phosphors erfolgte theils intern, theils subcutan; 
die ersten Vergiftungserscheinungen traten am 4. Tage auf, am 6. Tage 
hatte das Thier um 3200 ¢ abgenommen. Tédtung mit Chloroform. Die 
Section ergab typische Phosphorleber, Lungeninfarcte, Fiillung des 
Darms mit Blut, Ecchymosen der Blase. 

Der in den letzten 24 Stunden ausgeschiedene eiweissfreie, icterische 
Harn enthielt 0.0322 ¢ an abspaltbarem und 0.87606 g an Gesammtschwefel., 

Vergleicht man diese Zahlen mit den bet demselben Thier 
vor der Vergiftung bei reichlicher Fleischnahrung erhaltenen 
(Versuch V1), so zeigt sich eine vermehrte Ausscheidung an 
abspaltbarem Schwefel der Phosphorperiode (0,0322. statt 
0.0265 ¢ pro Tag), und auch das Verhiiltniss des abspaltbaren 
zum Gesammtschwefel ist zu Gunsten des ersteren verschoben 
(von 2,02 auf 3,27°/0), doch sind diese Veriinderungen zu 
gering, als dass sie nicht auch durch die geiinderte Ernihrungs- 
weise (verminderte Kiweisszufuhr) bedingt sein kénnten; keines- 
falls gewinnt man daraus den Eindruck, als ob bei der 
Phosphorvergiftung ein betriichtlicher Theil des normaler Weise 
zu Schwefelsiiture oxvdirten Eiweissschwefels unzersetzt in 
abspaltbarer organischer Bindung den Korper durch den Harn 
verliesse, 

KE. Anhangsweise seien hier die Analysen dreier patho- 
logischer Menschenharne angereiht, welche beide von Krank- 
heiten stammen, bei denen man an eine Verminderung der 
Oxydation denken kann. 


Ein Fall von vorgeschrittener Lebercirrhose. 


100 com. Harn enthalten 0,00467 g abspaltbaren Schwefel, 
10 » » 2 0,010548 g Gesammtschwefel. 
S,:5 = 4,42: 100. 


Ein ziceiter Fall von Lebercirrhose. “4 


650 ccm. Harn enthalten 0,01812 g abspaltbaren und 
0.47498 ¢ Gesammtschwefel. 


S,:S = 3,81: 100. 


| 


Ein Fall von Leukdmie. 

100 ccm. enthalten 0,0025 g abspaltbaren Schwefel und 

20 cem. 0,015 g Gesammtschwefel. 
= 

Da Schulz bei seiner Untersuchung eines normalen 
Menschenharnes das Verhiiltniss 5,:5 4,1: 100 gefunden 
hat, so liegt hier sicher keine Vermehrung des abspaltbaren 
Schwefels vor. Bei den Fallen von Lebercirrhose bildet dieser 
Befund eine Bestiitigung der Versuchsergebnisse von Lang,?) 
welche den geringen Einfluss der Leberexstirpation bei Ginsen 
auf die Ausscheidung von abspaltbarem Schwefel darthun. 


IV. Beziehung des leicht abspaltbaren Schwefels zum Stoffwechsel. 


Wie aus der relativ geringen Veriinderlichkeit der Werthe 
fiir abspaltbaren Schwefel bei wechselnder Ernithrung und aus 
der erheblichen Mehrausscheidung bei Eiweisshunger hervor- 
geht, stellt er seiner Hauptmenge nach ein intermediires 
Stoffwechselprodukt dar, dessen Bildung und Ausscheidung nur 
indirekt von der Nahrungszufuhr beeinflusst wird. 

Da nun die verschiedenen Thierspecies einen specifischen 
Stoffwechsel besitzen, der auch in der Ausscheidung ihnen 
eigenthiimlicher Produkte hervortritt, so konnte erwartet werden, 
dass die Werthe fiir abspaltbaren Schwefel im Verhaltniss zum 
Gesammtschwefel fiir die einzelnen Thiere nicht die gleichen 
sein werden. Weiter unten gebe ich eine Uebersicht der bisher 
vorliegenden Bestimmungen bei gewodhnlicher Ernihrung, zu 
denen ich Bestimmungen von Kaninchen- und Pferdeharn bei- 
getragen habe. 

Der Kaninchenharn enthielt in zwei Proben von 50 ccin. je 
0,00189 g abspaltbaren Schwefel, waihrend 10 ccm. 0,00454 g Gesammt- 
schwefel enthielten. 

Der abspaltbare Schwefel betrug somit 8.34°/0 des Gesammt- 
schwefels. 

Der untersuchte Pferdeharn enthielt in zwei Proben von 100 ccm. 


1) Der Harn musste vor beiden Schwefelbestimmungen enteiweisst 
werden. 


2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 305. 
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je 0.00219 ¢g abspaltbaren und in 10 ccm, 0,01786 g Gesamimtschwefel. 
Der abspaltbare Schwefel betrug somit 1,22°/ vom Gesammtschwefel. 


Species Procente Sa Beobachter Bemerkung 
| 
Pferd 1,22 | Petry 
Hund A 1,01—2,93 | > 
2.02 | » 
>» 3,02 > 
Mensch 3,33 > Leukiamie 
4.1 Schulz Normal 
» 4,3 Petry Lebercirrhose 
> 3.81 » » 
Kaninchen 8,22 » 
Gans 8—39 5S. Lang 


Wenn, wie es den Anschein hat, die einzelnen Thier- 
arten von einander durch den verschiedenen Gehalt des Harns 
an abspaltbarem Schwefel abweichen, so kann das auf ver- 
schiedene Zusammensetzung der Nahrung und auf specifische 
Vorgiinge des intermediiiren Stoffwechsels bezogen werden, 
es kOnnte aber auch darin seinen Grund haben, dass die 
Kiweissstoffe ihrer Organe in Betreff der Schwefelbindung 
Verschiedenheiten aufweisen. Eine Entscheidung dariiber wird 
sich ergeben, wenn einerseits die chemische Natur der im 
Kiweissmolekiil gegebenen schwefelhaltigen Gruppen, anderer- 
seits der im Harn auftretenden schwefelhaltigen Eiweissderivate 
wufgekliirt ist. Nach beiden  Richtungen habe ich Unter- 
suchungen angestellt, die mitzutheilen sich wohl bald Gelegenheit 
finden wird, 


| 
| | 


Ueber die ersten Spaltungsprodukte des Eiweisses bei 
Einwirkung von Alkali. 
Von 


Dr. Otto Maas (Berlin). 


‘Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge. Nr. 30.) 


(Der Redaction zugegangen am 4. Juni 1900.) 


Bei der Pepsinverdauung von Eiweiss entsteht neben und 
aus dem zuerst auftretenden Acidalbumin eine Reihe von als 
Albumosen und Peptone bezeichneten Produkten, welche in 


jiingster Zeit durch die fractionirte Fiillung mit Ammonsulfat 


unter Beihiilfe anderer Trennungsmittel der genaueren Unter- 
suchung zugiinglich geworden sind.!) Ganz ihnlich scheint 
sich die Spaltung des Eiweisses durch sehr verdiinnte Siuren 
zi -vollziehen. Wenigstens konnte F. Goldschmidt?) auch 
hier durch Ammonsulfat die gleiche Anzahl von Spaltungs- 
produkten nachweisen. 

Danach kénnte es den Anschein haben, als ob sich bei 
jeder Art der Eiweissspaltung im Beginn die gleichen Albumosen- 
complexe ablésten und die Verschiedenheiten, die im weiteren 
Verlauf der Spaltung auftreten, auf secundire Veriinderungen 
zu beziehen wiiren. 

In dieser Richtung schien die Eiweissspaltung mit Alkali 
von besonderem Interesse, weil erfahrungsgemiiss Alkali schon 
in relativ niederer Concentration Eiweiss durch Ammoniak- 

1) Vgl. nam. E. P. Pick, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 246 und 
Bd. XXVIII, S. 219, 
| *) Ueber die Einwirkung von Sauren auf Eiweissstoffe. Dissertation. 
Strassburg 1898. 
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und Schwefelabspaltung leichter veriindert als gleich vorsichtige 
Siurewirkung. 

Von den Forschern, welche sich seit Mulder mit der 
Ueberfiihrung von Eiweiss in Albuminat beschiftigt haben, ist 
das Auftreten von albumosen- oder peptonartigen Neben- 
produkten nicht besonders berticksichtigt worden. Erst aus 
der letzten Zeit liegt eine etwas eingehendere Angabe vor, 
welche das Auftreten solcher Produkte wahrscheinlich macht. 
Blum und Vaubel?) erwiirmten Eiweissstoffe 3—4 Stunden 
mit 5°/oiger Natronlauge auf dem Wasserbad, filtrirten von 
dem sich ausscheidenden, zumeist aus anorganischen Salzen 
bestehenden, spiirlichen Niederschlag ab und_ fiillten mit Essig- 
siiure, wobei ein leicht in Eisessig, wenig verdiinnter 
Schwefelsiiure, aber auch in  verdiinntem Alkohol namentlich 
in der Wiirme loOslicher, die Biuret- und Millon’sche Reaction 
darbietender Kérper mit 0,1—0,0°/o Schwefel zur Ausscheidung 
kam (Theil I). 

Aus dem Filtrat konnte durch Fiillen mit absolutem Alkobho! 
ein hygroskopischer, starke Biuret-, schwache Millon’sche 
Reaction gebender Kérper mit 1—4°/o Schwefel nieder- 
geschlagen werden (Theil I). Das Alkoholfiltrat gab noch 
Biuretreaction, aber keine Rothfirbung mit Millon’s Reagens 
und enthielt einen’ stark nach Senf6l riechenden schwefel- 
reichen Korper. 

Blum und Vaubel erhielten aus 100 g Eiereiweiss von 
den ersten beiden Fractionen je 25—30 g. Sie sind diesen 
Spaltungsprodukten nicht weiter nachgegangen, da ihre Unter- 
suchung auf andere Ziele gerichtet war. Nach anderweitigen 
Erfahrungen muss man in Theil ] vorzugsweise die Gegenwart 
von Albuminat, in Theil I] jene von Albumosen und Peptonen 
vermuthen. Ob diese Produkte den bei Siure- oder Pepsin- 
spaltung auftretenden nur ibnlich oder mit ihnen  identisch 
sind, liisst sich nach dem Befund nicht beurtheilen. 

Zur Orientirung iiber die einschliigigen Verhiiltnisse habe 
ich auf Anregung von Prof. Hofmeister eine Anzahl von 


1) Journal f. praktische Chemie, N. F. 57, 3. 365. 
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Versuchen angestellt, welche zur nachsten Aufgabe hatten, zu 
zeigen, inwieweit die Bildung von Albuminat mit Entstehung 
von Albumosen und Peptonen verkniipft ist, und welcher Natur 
die neben oder aus Albuminat entstehenden Spaltungs- 
produkte sind. 


I. Ueber die Bildung von Albumosen bei Alkalieinwirkung auf 
Eiereiweiss und krystallisirtes Serumalbumin. 

Fiir den Nachweis von Albumosen und Peptonen bediente 
ich mich der Fractionirung mit Ammonsulfat. In Betreff der 
Versuchsanordnung konnte ich F. Goldschmidt folgen, welcher 
die Einwirkung der Siiuren auf Eiweissstoffe unter wechselnden 
Bedingungen einer sorgfiiltigen und eingehenden Untersuchung 
unterzogen_ hat. 

Wie Goldschmidt habe ich die Versuchsbedingungen 
systematisch abgeiindert. Von Eiweissstoffen kamen 1. rohes 
Kiereiweiss, 2. krystallisirtes Serumalbumin zur Verwendung. 

Das Hihnereiweiss wurde sorgfiltig vom Dotter getrennt, zu 
Schaum geschlagen und die beim Stehen sich absetzende concentrirte 
Albuminlésung filtrirt. Das Serumalbumin war aus Pferdeblutserum nach 
Girber und Pemsel?!) dargestellt und mehrfach umkrystallisirt, zum 
Schluss die Lésung der Krystalle durch Dialyse von anhaftendem Ammon- 
sulfat befreit. 

Die Concentration des Alkalis wurde so gewihlt, dass 
die zum Versuche fertige Eiweissalkalimischung eine '/16, 1/4, 
ein- und vierfache Normallésung darstellte. Als Digestions- 
temperatur wurden ca. 15° (Zimmertemperatur), 40° (Brutofen) 
und 90° (Wasserbad) festgehalten. Ueberdies wurden die 
Proben verschiedenen Alkaligehalts bei verschiedener Tempe- 
ratur je einer 1-, 4-, 16- und 48stiindigen Digestion unter- 
worfen. 

Die Ausfiihrung der Versuche gestaltete sich so, dass 
im Probegliischen je 5 cem. der Albuminlésung mit  soviel 
litrirter Kalilauge und Wasser versetzt wurden, dass die 
Gesammtfliissigkeit 10 com. betrug und den ins Auge gefassten 
Alkaligehalt aufwies. Dann folgte die Digestion bei der be- 


1, Vel. Hans Th. Krieger, Ueber die Darstellung krystallinischer 
Eiweissstoffe. Diss. Strassburg 1899, S. 20. 


stimmten Temperatur, und nach Ablauf der gewahlten Digestions- 
zeit wurde die Probe zuniichst neutralisirt, bis sich der ent- 
stehende Niederschlag (Albuminsiiure!) und Alkalialbumose, 
s.u.) gut absetzte, dann filtrirt, das Filtrat zum Kochen erhitzt 
(Abscheidung von Resten unveriinderter coagulabler Eiweiss- 
korper), dann neuerdings filtrirt und die resultirende Fliissigkeit 
weiter untersucht: 

1. auf Proto- und Heteroalbumose durch Zufiigung von 
Volumen kaltgesittigter Ammonsulfatlosung, 

2, auf A-Albumosen durch neuerliches Hinzufiigen von 
1 Volumen kaltgesiittigter Ammonsulfatlbsung Filtrat 
von 

5. auf B-Albumosen durch Siittigen des Filtrats von 2. 
mit gepulvertem Ammonsulfat, 

auf C-Albumosen durch vorsichtiges Hinzufiigen von 
mit Ammonsulfat gesiittigter 110 N-Schwefelsiiure Filtrat 
von 3., 

>. auf Peptone durch Ausftihrung der Biuretreaction im 
Filtrat von 4. 

Von einer Wiedergabe der zahlreichen Einzelversuche 
(672 ohne die zur Kontrolle nothwendigen Doppelversuche} 
kann ich um so eher absehen, als. sich das Ergebniss ver- 
hiiltnissmiissig einfach gestaltete. 


A. Klereiwelss. 

Die Raschheit, mit der das Eiereiweiss von Alkali an- 
gegriflen wird, ist am besten daraus ersichtlich, dass nach 
der Digestion nur in den Proben mit 1/16 Normalkali noch 
Reste unveriinderten Eiweisses nachweisbar waren, und zwar 


nach I + 16 48 Std. 
ber 15° reichlich — spiirlich — — 
ber 4° miissig spirlich — 
ber $4)? spiirlich, 


1) Albuminsiiure nannte schon vor Jahren Gmelin die: aus Albu- 
minat durch Siurezusatz erhiiltliche, die Eigenschaften einer Saure dar- 
bietende Substanz. welche zumeist auch als Albuminat bezeichnet wird. 
Ich méchte dem Beispiel Schmiedeberg’s folgen und Gmelin’s 
Bezeichnungsweise wieder aufnehmen. 


bei den hoheren Alkaliconcentrationen jedoch garnicht oder 
nur in unsicheren Spuren. 

Die Bildung eines durch Neutralisation fillbaren Pro- 
duktes (Albuminsiiure, eventuell Alkalialbumose) trat in allen 
Proben ein, doch war seine Menge in den bei 90° gehaltenen 
Proben merklich geringer als bei den niederen Digestions- 
temperaturen. Die Gegenwart von durch Halbsiittigung mit 
Ammonsulfat fallbaren Albumosen (der primiiren Albumosen 
Neumeister s) war mit Ausnahme der Versuche mit schwiichster 
Alkalieinwirkung regelmiissig festzustellen, doch handelte es 
sich stets um geringe, dfters verschwindend kleine Mengen. 

A- und B-Albumose fehlten in’ der Regel, doch wurden 
hin und wieder minimale Triibungen erhalten, die auf ihre 
Anwesenheit bezogen werden konnten. 

C-Albumose und Peptone konnten in keinem Fall nach- 
gsewlesen werden. 


B. Krystallisirtes Serumalbumin. 


Dasselbe zeigte ein recht iihnliches Verhalten. 
Coagulables Eiweiss war nachweisbar in den Proben: 
mit 4/16 Normalkalildsung bei 15° und 40° in allen Proben, 
bei 90° in den Proben von ein- und vierstiindiger, 
nicht mehr in den von 16stiindiger Digestionsdauer ; 

mit 4/4 Normalkalilédsung bei 15° in allen Proben, bei 40° 
nicht mehr nach 48stiindiger Digestion, bei 90° tiber- 
haupt nicht: 

mit Normalkalilésung bei 15° und 40° nur bei den je 1 und 
4 Stunden digerirten Proben, nicht aber bei liingerer 
Einwirkung und hoherer Temperatur ; 

mit 4fach Normalkalilésung in Spuren in einzelnen der bei 
15° gehaltenen Proben, sonst iiberhaupt nicht. 

Ein durch Neutralisation fillbarer Eiweisskorper (Albumin- 
sdure) war in allen Proben nachweisbar; eine Abnahme seiner 
Menge in den Proben mit héherem Alkaligehalt und lingerer 
Digestionsdauer war nicht erkennbar. 

Die durch Halbsittigung fallbaren Albumosen waren bei 
15° und 40° regelmiissig vorzufinden; in den bei 90° ge- 
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haltenen Proben waren sie nur spiirlich vorhanden und fehlten 
bei hOherem Alkaligehalt zumeist ganz. 

A- und b-Albumosen waren nicht oder nur in Spuren 
nachweisbar. Albumosen C und Peptone wurden stets vermisst. 

Es bietet einiges Interesse, diese Ergebnisse mit den bei 
Kinwirkung von Siiure und bei Pepsinverdauung erhaltenen zu 
vergleichen. Ich kann dabei an der Hand der von F. Gold- 
schmidt gegebenen Uebersicht die einzelnen massgebenden 
Momente besprechen. 

1. Natur der Kiweisskoérper. Goldschmidt beobach- 
tete gegeniiber Siure beim krystallisirten Serumalbumin eine 
auffallend gréssere Resistenz als beim Eieralbumin, zumal bei 
niedrigeren Temperaturen und geringerem Siiuregrad. 

Aehnliches geht auch aus meinen Versuchen hervor, in- 
sofern ein Theil des Serumalbumins noch unter Bedingungen 
unverindert angetroffen wurde, wo Eieralbumin bereits ganz 
in weitere Produkte umgewandelt war, wobei noch zu beriick- 
sichtigen ist, dass die angewandte SerumalbuminlOsung wesent- 
lich verdiinnter war. Auch die aus dem Serumalbumin ent- 
stehenden, durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat  faillbaren 
Albumosen sind moglicher Weise durch gréssere Widerstands- 
fihigkeit den entsprechenden Produkten aus Eiereiweiss gegen- 
uber ausgezeichnet, da sie unter sonst gleichen Bedingungen 
in grosserer’ Menge angetroffen wurden. Doch lisst dieser 
Befund auch die Deutung zu, dass Serumalbumin dureh seine 
Constitution zur Bildung relativ grésserer Mengen von Proto- 
und Heteroalbumose befiihigt ist. 

2. Der Alkaligehalt. Nach Goldschmidt ist die 
Concentration der Siiure «neben der Temperatur der mass- 
gebendste Factor der Siiturewirkung. Thr Einfluss dussert sich 
vor Allem darin, dass niedrige Concentrationen Acidalbumin, 
hdhere das resistente Hemiprotein bilden, eventuell diese Pro- 
dukte uuter Spaltung weiter zersetzen. Die Einwirkung von 
116 Normalsiiure bei Zimmertemperatur und 40° gestattete, 
die Spaltung bis zur Bildung von secundiiren Albumosen 
(A und B) zu verfolgen, die Deuteroalbumose C und Pepton 
wurden nur nach langer Einwirkung einer Temperatur von 99° 
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gefunden, dagegen war bei Einwirkung von vierfacher Normal- 
siiure und hoher Temperatur eine Zersetzung bis iiber das Pepton- 
stadium hinaus nachweisbar». — In meinen Alkaliversuchen 
ist der gleiche intensive Einfluss der Concentration, nament- 
lich aus der Raschheit zu entnehmen, mit der bei héherem 
Alkaligehalt das native Eiweiss in Albuminat oder wenigstens 
in durch Neutralisation fillbare Verbindungen iibergeht. In 
Betreff der Albumosenbildung ist ein solcher Unterschied kaum 
bemerkbar; die secundiren Produkte der Eiweissspaltung treten 
selbst bei sehr abgeschwichter Alkaliwirkung so spirlich auf, 
dass ein Vergleich mit hoheren Concentrationen nicht gut 
durchttihrbar ist. 

3. Den Einfluss der Dauer der Siiurewirkung  fand 
Goldschmidt auffallig gering. «Trotz der sehr ungleichen 
Grosse der Intervalle zwischen 1 und 48 Stunden zeigte sich 
bei Zimmertemperatur und 40° nur eine langsame Steigerung 
der Saiurewirkung mit der Zeit der Einwirkung. Bei hohen 
Temperaturen, speziell bei den hoheren Siiureconcentrationen, 
ist der Einfluss merklicher.» Meine Erfahrungen mit Alkalien 
stimmen mit dem im ersten Satz ausgeftihrten Ergebniss 
iiberein. Hingegen konnte ich einen stiirkeren Einfluss der 
Digestionsdauer bei hdheren Concentrationen und Temperaturen 
nicht sicher wahrnehmen. 

4. Wenn ferner Goldschmidt den Einfluss der Tempe- 
ratur auf die Eiweissspaltung durch Siiure als einen auf- 
lullend starken bezeichnet, so kann ich betreffs der Alkali- 
wirkung bei Vergleich der Ergebnisse bei 15° und 40° einer- 
seits, bei 90° andererseits das Gleiche behaupten. Zwischen 
den Resultaten der zwei niedrigeren Temperaturstufen ergab 
sich kein augenfilliger Unterschied. 

>. Wihrend in den bisher angefiihrten Punkten im 
Ganzen grosse Aehnlichkeit zwischen Alkali- und Siturewirkung 
hervortritt, gilt das nicht in Betreff der Art und Menge der 
auftretenden Produkte. 

Ganz abgesehen davon, dass man allen Grund hat, das 
durch Alkali gebildete «Albuminat- (richtiger «Albuminsiiure ) 
llr verschieden von dem aus dem gleichen nativen Eiweiss 
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durch Saure entstehenden Acidalbumin zu halten, macht sich 
ein auffallender Unterschied in Bezug auf die Bildung der 
Albumosen und weiteren Produkte bemerkbar. 

Zuniichst ist da hervorzuheben, dass, wie unten weiter 
ausgefiihrt wird, das Neutralisationspriécipitat (wenigstens beim 
Eiereiweiss) neben Albuminsiiure eine alkohollésliche, wasser- 
unldsliche Albumose enthilt, die bei Siiureeinwirkung bisher 
nicht beobachtet worden ist. Ferner ist das <Auftreten von 
anderen Albumosen bei Einwirkung von Alkali tiberhaupt sehr 
elingeschrinkt. 

Nur die durch Halbsiittigung fillbaren Albumosen treten 
beim Serumalbumin in miissiger, beim Elereiweiss spiir- 
licher Menge auf. Die schwerer fiillbaren Albumosen (A, B, C) 
und die Peptone waren in so geringer Menge vorhanden, dass 
sie sich unter den gegebenen Versuchsbedingungen § vielfach 
dem Nachweis entzogen. 4) 

Ganz anders bei Siiturewirkung und Pepsinverdauung. 
Goldschmidt bemerkt bei einem Vergleich der peptischen 
und Siiurespaltung : 

«Zuniichst ergibt sich in Betreff der auftretenden Produkte, pri- 
miren, secundiren Albumosen und Peptone eine vollsténdige Ueberein- 
stimmung mit der Pepsin-Siiurewirkung. Doch ist ein doppelter quanti- 
tativer Unterschied ersichtlich. Die Pepsinverdauung (mit einer ca. '16 
Normalsiiure) verlaiuft viel rascher, sie erreicht in wenigen Stunden das 
Ziel, die Peptonbildung, zu der reine Siéiurewirkung eben erst nach 
16 resp. 48 Stunden bei 95° gelangt. Die Pepsinverdauung geht aber 
auch nicht tiber dieses Ziel hinaus und unterscheidet sich darin von 


der Einwirkung concentrirter Siiuren bei hdherer Temperatur, welche 
zum weiteren Zerfall von Albumosen und Peptonen fiihren.2) Die 


1) Da ich es in meinen Versuchen beim Peptonnachweis mit sehr 
verdiinnten Fliissigkeiten zu thun hatte, der Nachweis mittelst Biuret- 
reaction aber in Folge des reichlichen Alkalizusatzes eine weitere starke 
Verdiinnung mit sich bringt, so méchte ich meinen negativen Befunden 
nur einen relativen Werth beimessen. 

2) Diese Anschauung kann nicht mehr ganz aufrecht erhalten 
werden, seit E. Zunz (diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 132) nachgewiesen 
hat, dass bei Pepsinverdauung unter bestimmten Verhiltnissen reichlich 
Produkte entstehen, welche die Biuretreaction nicht mehr geben. Ob 
nicht ein Gleiches tibrigens auch bei entsprechender Saurewirkung ge- 
schieht, bleibt noch zu untersuchen. 
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Wirkung von Pepsin + Salzsiiure bei 40° unterscheidet sich von jener 
der reinen Salzsiure bei 40° nur durch die Raschheit des Verlaufs, 
nicht durch die Qualitaét der Endprodukte. Das Pepsin wirkt somit nur 
als ein beschleunigendes Agens fiir einen im Uebrigen von dem Ferment 
unabhangigen Process. 


Aus der Art, wie die Albumosen auftreten, ist zu entnehmen, dass 
die Bildung von secundiren Albumosen das Vorausgehen von primiren 
Albumosen nicht nothwendig zur Voraussetzung hat, und dass die 
secundiren Albumosen A und B sich unabhiingig von einander bilden 
kénnen. Albumose C, mit der fast stets zugleich das Pepton erscheint, 
stellt ein intermediaéres, wenig bestindiges Produkt intensiver Saure- 
wirkung dar. 

Die Thatsache, dass beim Eiereiweiss im Beginn zugleich mit 
Acidalbumin secundiire Albumosen, namentlich Albumose B, auftreten, 
spricht sehr dafiir, dass die Acidalbuminbildung unter Abspaltung von 
Albumosencomplexen erfolgt. Die Erfahrungen am Serumalbumin in 
dieser Richtung sind weniger eindeutig, stehen aber im Ganzen damit 


im Einklang.» 

Diese Verschiedenheit zwischen Siiure- und Alkaliwirkung 
kann einmal so gedeutet werden, dass zwar durch Alkali 
ebensolche Albumosen entstehen, wie durch Siiure, aber durch 
Alkali ungleich rascher weiter gespalten werden. Danach 
miissten die durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat fillbaren 
Albumosen gegen Alkali resistenter sein als die weiteren Ab- 
bauprodukte. Oder aber es entstehen durch Alkali andere 
primare Produkte, welche nicht mehr zur Bildung der gewohn- 
lichen A-, B-, C-Albumose ete. fiihren. 

Die Thatsache, dass Acidalbumin und Albuminsiiure ver- 
schieden sind, dass ferner Alkali in ungleich héherem Maasse 
Ammoniak und Schwefel abspaltet als Siiure, lassen die letztere 
Annahme von vornherein als die annehmbarere erscheinen. 
Sie wird auch durch die oben erwiihnte und jetzt niiher zu 
besprechende Auffindung einer eigenartigen, neben dem Albu- 


minat bei stirkerer Alkalieinwirkung auftretenden Albumose 
gestutzt. 


II. Ueber die Alkalialbumose. 


Die Anwesenheit dieses Produktes fiel zuniachst auf, als 
ich das nach der Digestion mit Alkali erhaltene Neutralisations- 
priicipitat mit heissem Alkohol auszog. Dieser enthielt in 


grosserer Menge einen die Biuretreaction gebenden, aber von 
den bisher beschriebenen Albumosen so verschiedenen Korper, 
dass es wiinschenswerth schien, ihn einer genaueren Unter- 
suchung zu unterziehen. 

Um grossere Mengen dieses Zwischenprodukts zu erhalten, 
digerirt man je 40 g¢ kiiufliches, lufttrockenes Eieralbumin 3 bis 
4 Stunden mit einem Liter Kalilauge, etwa von der Concen- 
tration einer Normallauge auf dem kochenden Wasserbad. Man 
erhiilt so eine diinnfliissige, gelb gefiirbte Losung, in welcher 
spitrliche, zumeist aus anorganischen Salzen bestehende Flocken 
schwimmen. Man filtrirt und versetzt in der Kiéilte so lange 
mit Essigsiure, solange noch ein Niederschlag entsteht, bringt 
diesen aufs Filter, wiischt aus, spilt thn mit 50—60°/oigem 
Alkohol in eine’ Kochflasche und zieht ihn wiederholt mit 
heissem D5DO—60° oigen Alkohol aus. Schon Erkalten 
der Ausziige scheidet sich meist ein Theil der Albumose aus: 
durch Verdiinnen mit Wasser oder Zusatz von tiberschiissigem 
Aceton wird ein weiterer Theil zuniichst als milchige Triibung 
gefiillt, die sich mehr oder weniger rasch in Form eines gelb- 
lichen kornigen Niederschlages absetzt. 

Durch wiederholtes Loésen in’ kochendem Alkohol von 
angegebener Concentration und Ausfiillen mit Aceton lisst sich 
der Niederschlag von Verunreinigungen, namentlich auch yon 
dem ihm hartniickig anhaftenden feinvertheilten Schwefel be- 
freien und wird schliesslich in Form eines blendend weissen, 
fein pulverigen, sich gut absetzenden Niederschlages erhalten, 
der makroskopisch ganz den Eindruck einer’ krystallinischen 
Abscheidung macht. Wird er aufs Filter gebracht, mit Alkohol 
und dann mit Aether gewaschen, so bildet er nach dem 
Trocknen an der Luft ein grau- oder gelblich-weisses lockeres 
Pulver, das im Uebrigen ganz die Eigenschaften des aus Alkohol 
erhaltenen Niederschlages zeigt. 

Von den Eigenschaften des Kérpers sei Folgendes 
hervorgehoben. 

Er verbrennt auf dem Platinblech mit Geruch nach Horn und 
Leucin, unter Bildung voluminéser Kohle, ohne Hinterlassung sichtbarer 
Asche, list sich nicht in kaltem, wenig in kochendem Wasser, etwas in 
kaltem, reichlich in kochendem verdiinnten, nicht sehr in absolutem 
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Alkohol, kaum in Aceton, gar nicht in Aether. Bemerkenswerth ist das 
Verhalten der Lésung in kochendem, 50—60°/oigem Alkohol. Die klare 
Lésung triibt sich stark beim Erkalten und setzt dann an Wand und 
Boden einen pulverigen Niederschlag ab, der ganz das Aussehen einer 
krystallinischen Abscheidung (etwa dem Leucin dhnlich) besitzt und 
mikroskopisch aus Globuliten besteht, die aber zwischen gekreuzten 
Nicols keine Doppelbrechung erkennen lassen. 

In schwach alkalischem Wasser geht die Substanz leicht in Losung 
und lisst sich daraus durch Ansdéuren fallen. Bei Verwendung von Essig- 
siiure geht der flockige Niederschlag in einem Ueberschuss des Fallungs- 
mittels nur schwer wieder in Lésung: Eisessig fiallt diese Lésung nicht. 
Verdiinnte Salzséure und Salpetersiure lésen zuniichst, fallen aber bei 
geringem Ueberschuss wieder aus. Der flockige Niederschlag lést sich 
in viel concentrirter Siure zum gréssten Theil wieder auf. Der durch 
Neutralisation gefallte Niederschlag geht beim Kochen in der schwach 
sauren Fliissigkeit leicht in Loisung und fallt beim Erkalten als mehr 
oder weniger dichte Triibung wieder aus. 

In kalter und kochender Kochsalzlésung list sich weder die 
trockene Substanz noch der aus alkalischer Fliissigkeit frisch gefiillte 
Niederschlag mehr als in Wasser unter gleichen Bedingungen. Die Losung 
in schwachem Alkali wird durch gesiittigte Kochsalzlésung nicht getriibt, 
wohl aber bei Eintragen von gepulvertem Kochsalz bis zur Sattigung. 
Concentrirte Ammonsulfatlésung erzeugt einen starken Niederschlag. Bei 
Zusatz eines Volumens gesiittigter Losung ist die Ausfaillung eine voll- 
stindige. Nach genauerer Bestimmung beginnt die Ausfallung, wenn die 
Concentration der mit Ammonsulfat versetzten Liésung einer Sattigung 
von 18° entspricht, und ist bei #2°/o die Sittigung zu Ende. 

Die mit méglichst wenig Salzsiiure durch Verreiben der trockenen 
Substanz mit schwach salzsaurem Wasser hergestellte Lésung gibt mit 
Platinchlorid, Quecksilberchlorid, Quecksilbernitrat, Quecksilberacetat, 
Pikrinsiure und Bromwasser reichliche gallertige Fiillung. 

Die in gleicher Weise hergestellte méglichst neutrale Lésung mit 
Ammoniak wird nicht durch Salze der alkalischen Erden, wohl aber 
durch Salze der Schwermetalle gefiillt. 

Die alkoholische Loésung der urspriinglichen Substanz wird von 
manchem der genannten Fiillungsmittel, z. B. von Pikrinsiure, nicht gefallt- 

Die Substanz gibt stark die Biuretreaction. 

Mit Millon’s Reagens gibt sie beim Kochen dunkelrothe Flocken, 
Wahrend die Fliissigkeit ungefirbt bleibt. Salpetersiure gibt bei an- 
haltendem Kochen schwache Gelbfarbung, die auf Natronzusatz in schénes 
Gelb umschlagt. Beim Schmelzen mit Kali tritt Indol- und Skatolgeruch 
auf. Die erkaltete Schmelze zeigt nach Lésen und Anséuern starken 
Geruch nach fliichtigen Fettsauren. 

Beim Kochen mit Bleiacetat und iiberschiissiger Natronlauge gibt 
die reine Substanz miissige Schwarzung und Bildung von Schwefelblei. 
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Die Rohpraparate zeigen die Reaction, vermuthlich wegen der Beimengung 
von Schwefel, viel intensiver. 

Die Reaction nach Molisch mit a-Naphtol und die Probe von 
Adamkiewicz fallen positiv aus. Beim Kochen mit verdiinnten Siuren 
gelingt es zwar, eine Lésung zu erhalten, die die Fehling’sche Flissigkeit 
etwas entfirbt, ohne jedoch Kupferoxydul zur Abscheidung zu bringen. 
Ein Osazon ist mit Phenylhydrazin nicht zu erhalten. 

Fir Trypsin scheint die Substanz nicht angreifbar. 

Bei Acetylirung nach Liebermann bildet sich ein anscheinend 
bestandiges nicht krystallinisches Produkt, das sich vom urspriinglichen 
Koérper durch Léslichkeit in Aceton unterscheidet. 


Die Substanz ist stark linksdrehend. Eine vorliiufige Be- 
stimmung, welche ich Herrn Dr. v. Fiirth verdanke, ergab 
fiir die specifische Drehung (a) D = — 49,4°. 

Fiir die Analyse wurde die mehrfach aus alkoholischer 
Losung mit Aceton gefiillte, bei 110° getrocknete Substanz 
benutzt. 

Der Aschengehalt erwies sich in den sorgfiiltig gereinigten 
Priiparaten als sehr gering. Gefunden wurde 0,094 und 
O,134 9/9, 

Die Kohlenstoff-Wasserstoffbestimmung wurde durch Verbrennung 
mit Bleichromat mit vorgelegter Kupferspirale, die Stickstoffbestimmung 
nach Dumas und nach Kjeldahl, die Schwefelbestimmung nach 
Asboth-Diiring ausgefiihrt. 

Priiparate von verschiedener Darstellung ') lieferten folgende 
Zahlen : 


Mittel 
( 53,64 53,83 °/o 53,24 °/o 53,57 °/o 
H 7,23 Jo 7,12 °/o 7,21 %o 7,19 °/o 
N 13,54 °/0 2) 13,69 ° 0 3) — 13,62 °/o 
2,15 %/o 2,11 °/o 4) 2,13 
100,00 °o. 


1) Die Notizen, aus denen die Zugehoérigkeit der einzelnen Ana- 
lysen zu bestimmten Praparaten ersichtlich wire, sind leider verloren 
gegangen. 

2) Nach Dumas. 

3) Nach Kjeldahl. 

4) Dies sind die Schwefelbestimmungen, die ich als die verlass- 
lichsten ansehe. Das Mittel der tibrigen von mir an verschiedenen 
Priiparaten erhaltenen Zahlen ist 2,05 °o. 
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Nach Zusammensetzung und Eigenschaften unterscheidet 
sich, wie man sieht, die untersuchte Substanz wesentlich von 
anderen bisher beschriebenen Eiweissabkimmlingen. Durch 
ihre Unloslichkeit in kaltem Wasser und in Salzlisungen, die 
Loslichheit in Alkali und Siiuren steht sie der Albuminsiiure 
Lieberkiihn’s nahe. Durch die Fahigkeit, in kochenden, sehr 
verdiinnten Siiuren in Lésung zu gehen, beim Erkalten wieder 
auszufallen, durch den Mangel der Coagulirbarkeit gegeniiber 
Hitze und Alkohol, bei positivem Ausfall aller sonst fiir Eiweiss- 
stoffe typischen Reactionen ist sie als eine Albumose im Sinne 
Kiihne’s gekennzeichnet. Ihrer Loslichkeit in Alkohol nach 
steht sie den von E. P. Pick als alkohollislich charakterisirten 
Protoalbumosen am niichsten. Doch weicht sie von der allein 
bisher genauer beschriebenen Protoalbumose des Fibrins durch 
Reactionen und Zusammensetzung weit ab. Ich will sie daher 
vorliufig als Alkalialbumose bezeichnen, ohne damit den Er- 
cebnissen weiterer Untersuchungen vorgreifen zu wollen. Ueber 
die Beziehung der Alkalialbumose zu den einzelnen Eiweiss- 
stoffen des Hiihnereiweisses habe ich keine Versuche mehr 
ausftihren kOnnen. 

Obgleich die Alkalialbumose in der Art ihrer Abscheidung mehr 
den Eindruck einer reinen Substanz macht, als die bisher beschriebenen 
Albumosen, so ware es doch verfriiht, aus den gewonnenen Daten 
Schiiisse auf Formel, Molekulargewicht und Constitution zu ziehen. Nur 
der leichteren Uebersicht wegen sei es gestattet, zu bemerken, dass die 
gefundenen Analysenzahlen zu der Formel C,,,H,,;N,.,5,0,, fiihren, 
wihrend Lieberkiihn’s Albuminsdure nach der Formel 
und Schmiedeberg’s daraus durch weitere Alkalibehandlung erhaltene 
Desamidoalbuminsaure1) nach der Formel zusammen- 
cesetzt ist. 

Wie aus dem Vergleich der Formeln ersichtlich, ist die Alkali- 
albumose von beiden durch ihre Zusammensetzung verschieden. Dem 
Vergleich mit der verdoppelten Lieberkiihn’schen Formel ist zu ent- 
nehmen, dass sie bei gleichem Schwefel- und Sauerstoffgehalt 4rmer an 


Kohlenstoff, namentlich aber an Stickstoff ist, als die Albuminsiure, 
wie das der ammoniakabspaltenden Wirkung des Alkalis entspricht. 


Der Nachweis einer durch Alkali entstehenden, von den 
Verdauungsprodukten weit abweichenden Albumose zeigt neuer- 


1) Archiv f. experim. Path. u. Pharm., Bd. XXXIX. 
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dings, dass auf dem Gebiet der priméren Spaltungsprodukte 
der Eiweisstoffe eine viel gréssere Mannigfaltigkeit gegeben 
ist, als nach den massgebenden Erfahrungen Kiihne’s und 
seiner Schiller von vornherein erwartet werden konnte. Die 
grosste Schwierigkeit auf diesem Gebiet liegt in dem Mangel 
an Methoden zur Isolirung wirklicher chemischer Individuen. 
Die Alkalialbumose bietet in threr Alkoholléslichkeit und grossen 
Widerstandsfihigkeit besonders giinstige Anhaltspunkte fiir eine 
weitere Chemische Untersuchung, namentlich auch fiir die Ge- 
winnung nahestehender krystallinischer Abkémmlinge. Eine 
Weiterfiihrung der Versuche nach mehreren Richtungen ist 
denn auch im hiesigen Institut in Aussicht genommen. 

Von Interesse schien ferner, festzustellen, ob &hnliche 
Albumosen auch aus anderen Eiweissarten und vielleicht auch 
auf anderem Wege erhalten werden kénnen. Gelegentlich von 
mir ausgefiihrte Vorversuche haben in der That ergeben, dass 
der Alkalialbumose jedenfalls sehr aéhnliche Produkte auch aus 
Fibrin und Blutalbumin zu erhalten sind. Wenigstens liess 
sich nach geeignetem Behandeln dieser Eiweissstoffe mit Kali- 
lauge aus dem Neutralisationspriicipitat mit verdiinntem kochen- 
den Alkohol ein Kérper ausziehen, der biuretreaction gab und 
aus der alkoholischen Losung durch Wasser- oder Aceton- 
zusatz leicht gefiillt werden konnte. 
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Ueber ein Verfahren zur Bestimmung des Amidosadurenstickstoffs 


im Harne. 


Von 
Dr. Meinhard Pfaundler aus Graz. 


‘Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 31.) 


(Der Redaction zugegangen am 4. Juni 1900.) 


Dem qualitativen Nachweise der in pathologischen Harnen 
auftretenden Amidosiuren und deren AbkOmmlinge dient eine 
Reihe mehr oder weniger leistungsfiihiger Methoden, welche 
zumeist auf der Darstellung dieser Korper beruhen und nur 
mangelhaften Einblick in die quantitativen Verhiiltnisse 
dieser Form der Stickstoffausscheidung gewiihren. Nun ist aber 
zu erwarten, dass in Fallen, wo die Ausscheidung einzelner 
Amidosiiuren, z. B. des Leucins und Tyrosins, nachgewiesen 
ist, auch andere verwandte Spaltungsprodukte der Protein- 
substanzen im Harne auftreten, welche, wie die Asparagin- 
siure und die Glutaminsaure, dem qualitativen Nachweise 
leicht entgehen. Da ein Verfahren, welches die Grodsse_ der 
Ausscheidung von Amidosiiuren oder der diesen entsprechenden 
Stickstoffmenge zu ermitteln gestattet, gewissen klinischen 
Zwecken dienlich zu sein versprach, unternahm ich auf An- 
regung von Professor Hofmeister den Versuch, ein solches 
Verfahren auszuarbeiten. 

Vor allen in irgend betrachtlichen Mengen auftretenden 
stickstoffhaltigen und niéher bekannten Harnbestandtheilen 
zeichnen sich die Amidosiuren — wie die eingehenden Unter- 
suchungen von Schéndorff!) neuerdings lehren — durch 
ihre feste Stickstoffbindung und ihre Nichtfillbarkeit durch 
Phosphorwolframsiiure aus. Es lag nahe, die Methode auf 
diese beiden Eigenschaften zu griinden. 


1) Pfliiger’s Archiv, Bd. 62, S. 1. 
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Zuniichst galt es also, aus dem Gesammtharne die durch 
Phosphorwolframsiure fillbaren Substanzen und die Triiger 
des leicht abspaltbaren Stickstoffs abzuscheiden. Letzterem 
Zwecke konnte die Einwirkung anorganischer Siiuren bei hoher 
Temperatur dienen. 

Es wurde im Beginne versucht, den leicht abspaltbaren Stickstoff 
nach dem von Hausmann!) beim Studium der Stickstoffvertheilung im 
Eiweissmolekiile angewandten Verfahren durch Zerkochen des Harns 
mit concentrirter HCl in Ammoniak wtberzufitihren und letzteres mit 
Magnesia abzudestilliren. Es zeigte sich aber, dass selbst 24stiindiges 
Kochen des Harns mit dem mehrfachen Volumen der concentrirten 
Siure am Sandbade nicht geniigt, um den Harnstoff véllig zu zersetzen. 
Von eimer Salzsiiurebehandlung im zugeschmolzenen Rohre — die nach 
Salaskin und Zaleski2) zum Ziele fiihrt — wurde abgesehen mit Riick- 
sicht auf die angestrebte klinische Verwendbarkeit der Methode. Hingegen 
leistete Erhitzen mit Phosphorsiure — wie nach den Erfahrungen 
Schéndorffs zu erwarten stand — den verlangten Dienst. 


Im Laufe der Untersuchungen stellte sich die Nothwendigkeit 
heraus, die Phosphorwolframsiurefillung der Saurezersetzung 
vorangehen zu lassen, da im entgegengesetzten Falle die Korper 
der Harnsiiuregruppe zum Theile zersetzt werden, ihre stick- 
stoffhaltigen Spaltungsprodukte der Fiillung entgehen und sich 
dem die priiformirten Amidosiiuren enthaltenden Filtrate bei- 
mengen. 

Das nach mehrfacher Variation ermittelte, am besten 
bewiihrte Verfahren, welches itiberdies einen annahernden 
Ueberblick der Stickstoffvertheilung im Harne tiberhaupt ge- 
winnen liisst und sich an das von Schéndorff%) zwecks 
Harnstoffbestimmung in Blut und Organen angegebene an- 
schliesst, ist folgendes: 

Der 24stiindige Harn wird iiber Chloroform aufgefangen, 
alsbald nach der Entleerung mit stickstofffreier Salzsaure an- 
gesiiuert und durch Verdiinnung mit ungefiihr einem halben 
Theile Wassers auf bestimmtes Volumen gebracht.  Allfillige 
Niederschliige werden vor Entnahme der Proben gleichmissi¢ 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 95. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 73. 
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in der Fliissigkeit vertheilt. Damit werden nun folgende Be- 
stimmungen ausgefiihrt: 

1. Ermittelung des Gesammtstickstoffs nach Kjeldahl 
in bekannter Weise. Hierauf 

2. und 3. Bestimmung des Ammoniak- und leicht 
abspaltbaren Stickstoffs (n, und f,). 20 ccm. der Fliissig- 
keit werden mit etwa 40 ccm. salzsaurer Phosphorwolfram- 
siiurelOsung (100 g Phosphorwolframsiiure-Merck + 100 cem. 
Saizsiure p. sp. 1,124 800 ccm. destillirtes Wasser) gefiillt. 
Nach 24stiindigem Stehen der Proben in’ ammoniaktfreier 
Atmosphire wird durch ein aschearmes (stickstofffreies) Filter 
in einen Erlenmever-Kolben klar filtrirt, der Niederschlag 
mit Hilfe des Filtrats quantitativ tibergespiilt und zwei bis 
Mal mit der zur Fiillung verwendeten Lésung  ge- 
waschen. Hierbei darf sich das Filtrat nicht mehr triiben. 
Filter mit Niederschlag wird hierauf gleichfalls einen 
Erlenmeyer-Kolben gebracht und gleich dem Filtrate mit 
etwa 10 krystallisirter Phosphorsiiure (oder dem gleichen 
Gewichte der leichter erhiiltlichen Metaphosphorsiiure)') ver- 
setzt. Beide Kolben kommen fiir 18—20 Stunden in einen 
auf 150° C. eingestellten Trockenkasten. Nach spontaner 
Abkiihlung der beiden Proben werden dieselben mit heissem 
Wasser in einen Rundkolben aus Hartglas von etwa 1 1. Ca- 
pacitat gespiilt, mit stickstofffreier Natronlauge zunachst vor- 
sichtig anniihernd neutralisirt, hierauf mit einem grossen Ueber- 
schusse von gegliihter Magnesia bis zur deutlich alkalischen 
eaction versetzt und in eine mit entsprechender Menge n/10- 
Siiure beschickte Vorlage abdestillirt. Wenn der Trockenkasten 
gerdumig genug ist, dann kann die Zersetzung mit Phosphorsaure 
natirlich zweckmiissig bereits im Destillationskolben erfolgen. 
Das spontan meist sehr heftige Stossen der Fliissigkeit bei der 
Destillation kann durch Eintragen pulverisirten, gegliihten Bims- 

1) Beide Priaparate, sowie die Phosphorwolframsiure sind auf 
Stickstoffgehalt zu priifen. Von einer Entfernung der Phosphorwolfram- 
sdure durch CaO vor der Zersetzung (Schéndorff) wurde Abstand 
genommen, da bei der hierzu erforderlichen Herstellung alkalischer 
‘eaction Ammoniakverluste zu befiirchten waren. 
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steins oder in den Fallen, in welchen der Riickstand hinterher 
zu zersetzen ist, durch Luftdurchleitung (Ammoniakfilter!) ver- 
mindert werden. Nach beendeter erster Destillation und er- 
folgter Abkiihlung des Kolbens wird dieser nochmals mit Wasser 
aufgefiillt und der Inhalt in eine zweite kleine Siurevorlage 
abdestillirt, wobei in der Regel noch einige Zehntelcubikcenti- 
meter nao-Siure neutralisirt werden. 

4. und 5. Bestimmung des durch Siiure nicht ab- 
spaltbaren Stickstoffs (f, und ng). 

Nach beendeter zweiter Destillation wird der Kolbenriick- 
stand behufs Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl zersetzt. 

Die Anwesenheit von viel Phosphorwolfram- und Phosphorsiiure 
erschwert die Zersetzung und gibt durch Bildung von harten Beschliigen 
an der Kolbenwand zum Springen der Kolben Anlass. Man wird diesen 
Schwierigkeiten am besten dadurch begegnen, dass man grosse Mengen 
von Zersetzungssiiure anwendet und die Kolben wiihrend der Zersetzung 
hiufig dreht. Meist bedarf es einer stiindigen Ueberwachung. Eventuell 
liisst sich diese Bestimmung auch ganz umgehen, indem man_ den 
Differenzwerth zwischen dem in anderen Proben bestimmten Gesammt- 
stickstoffgehalt des Phosphorwolframséurefiltrats bezw. -Niederschlags 
und dem Gehalte des aus Filtrat bezw. Niederschlag durch die Phosphor- 
siure- und Magnesiabehandlung abspaltbaren Stickstoffs berechnet: 
«indirekte Bestimmung ». 

Die zwei bei den Magnesiadestillationen (n, + f,) und die 
bei den Stickstofibestimmungen nach Kjeldahl (n,+-f,) ge- 
wonnenen Stickstoffwerthe miissen sich zum Gesammtstickstofl- 
werthe ergiinzen. Die Abweichungen betragen in gelungenen 
Versuchen thatsiichlich hochstens 2°/o. 

Der Gesammtstickstoff des — wie zuniichst angenommen 
werden soll — eiweiss- und albumosefreien Harns wird auf 
diese Weise in vier Fractionen bestimmt: 

1. «Fraction n,»; durch Phosphorsiure abspaltbarer 
Stickstoff der durch Phosphorwolframsiiure fallbaren 
Substanzen. Hierher gehért, so viel bekannt, der gesammte 
Stickstoff des Ammoniaks, der Carbaminsiiure, des Rhodans 
und ein Theil des Stickstoffs der Harnsiiure, der Purinbasen, 
des Kreatinins, des Harnmucoides, der Eiweisskorper, bezw. 
des Nucleoalbumins, des normalen Harns. 

Veber die Fallbarkeit des Harnammoniaks durch Phosphorwolfram- 
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siiure legen widersprechende Angaben vor. Wahrend Bohland!) eine 
Harnstoffbestimmungsmethode darauf griindet, dass sich das gesammte 
Ammoniak im Filtrate vom Phosphorwolframsiiureniederschlage findet, 
wies Gumlich?) nach, dass — wenigstens unter bestimmten Bedingungen 
— das Ammoniak des Harns quantitativ durch Phosphorwolframsiure 
vefallt wird. (Reine Ammoniaklisungen verhalten sich nach Gumlich 
anders.) Auch Salaskin und Zaleski3) fanden jiingst gelegentlich 
einer Harnstoffbestimmung nach Schoéndorff etwa 39°/o des Ammo- 
niaks 1m Phosphorwolframsiiurefiltrate. Die Ungleichmiissigkeit dieser 
Befunde diirfte auf der verschiedenen Qualitat der Phosphorwolframsiiure- 
priparate beruhen. Vergleichende Versuche mit der von Schéndorff 
angewandten Kahlbaum/’‘schen Phosphorwolframsiurelésung und einer 
aus krystallinischem Merck’schen Priparate hergestellten sauren Lisung 
ergaben, dass letztere das Ammoniak (sowie den Rhodanwasserstoff) aus 
dem Harne unter den von Gumlich angegebenen Cautelen quantitativ, 
hingegen wasserige Harnstofflsungen von einem Gehalte unter 2—2 '/2°/o 
binnen 24 Stunden nicht fillt,4) wogegen erstere das Ammoniak des 
Harns gar nicht oder nur theilweise fillt und — beiliiufig bemerkt — 
auch Diamidosiuren und manche Peptone ins Filtrat tibergehen lisst. 
Die Kontrolle der Ammoniakfillung wurde durch Priifung des Filtrates 
auf Ammoniak nach Schlising ausgefiihrt — ein Verfahren, das nach 
Gumlich auch bei Anwesenheit von tiberschiissiger Phosphorwolfram- 
siiure richtige Werthe ergiebt. 

2. «Fraction n,»; durch Phosphorsiiure nicht abspalt- 
barer Stickstoff der durch Phosphorwolframsiaure fill- 
baren Korper. Es ist dies der Stickstoffrest jener bereits 
oben angefihrten Substanzen, welche, wie Harnsiiure, nur einen 
Theil des Stickstoffes fest gebunden enthalten, ferner der Stick- 
stolf der Diamine, der Diamidosiiuren und wohl auch der etwa 
vorkommenden Ptomaine. Die Summe n, + ny stellt den ge- 
sammten, durch Phosphorwolframsiiure fillbaren Stickstoff dar. 

3. «Fraction f,»; leicht abspaltbarer Stickstoff der 
durch Phosphorwolframsiiure nicht fallbaren Korper, 
d. h. der gesammte Stickstoff des Harnstoffs, des Allantoins, 
der Oxalursiiure, eventuell ein Theil des Kreatinstickstoffes. 


1) Pfliiger’s Archiv, Bd. XLII, S. 31. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XVII, S. 13. 

3) S. 84. 

4) Zur Verhiitung der Harnstofffillung in unserem Falle geniigt 
daher die angegebene Verdiinnung des Harns vor dem Zusatze der 
Phosphorwolframsiure. 
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Da nach den Angaben Cloétta’s') die Oxyproteinsiure mit 
verdiinnter Schwefelsiure zerkocht in Ameisensiiure, Kohlen- 
siure und Ammoniak zerfillt, musste daran gedacht werden, 
dass ihr Stickstoff wenigstens zum Theile auch durch Erhitzen 
mit Phosphorsiiure abgespalten werden und in diese Fraction 
fallen koOnne. Ich hatte Gelegenheit, hieriiber besondere Ver- 
suche anzustellen. Wiisserige LOsungen von reinem oxyprotein- 
saurem Baryum?) geben bei der beschriebenen Behandlung mit 
Phosphorsiiure und Magnesia 54,7—58,5°/o ihres Stickstoffge- 
haltes in Form von Ammoniak ab. Mithin erscheint etwas mehr 
als die Hiilfte des Oxyproteinsiiurestickstoffs in der «Harnstotf- 
fraction» — unter der sehr wahrscheinlichen Voraussetzung, dass 
sich die Oxyproteinsiiure des Harnes beziiglich der Stickstoff- 
abspaltbarkeit nicht anders verhiilt, als ihr rein dargestelltes Salz. 

4. «Fraction f,»: fest gebundener Stickstoff der durch 
Phosphorwolframsiiure nicht fallbaren Korper, vor 
allem der Amidosiiuren und ihrer Derivate, wovon fiir den 
normalen menschlichen Harn das Glycocoll (die Hippursiiure , 
Taurin- und Cystinabkémmlinge, fiir den pathologischen Harn 
namentlich Leucin und seine Homologen, Tyrosin und Cystin 
in Betracht kommen. Die Oxyproteinsiiure stellt nach Obigem 
zu dieser Fraction einen Beitrag von etwa 41,5—45,3°/o ihres 
Stickstoffes. 

In elweiss- und albumosehaltigen Harnen miisste die 
erste Fraction (n,) durch den Amidstickstoff der Protein- 
substanzen, die zweite (n,) durch deren «Mono- und Diamido- 
stickstoff» (Hausmann) vermehrt werden. 

Wie ersichtlich, wird durch das angegebene Verfahren in 
Fraction f, gleichzeitig der Harnstoff sehr annahernd quantitativ 
bestimmt, da der Stickstoff dieser Fraction fast seiner ganzen 
Menge nach vom Harnstoff abstammt. | 

Ich lasse nun die Ergebnisse der an drei normalen Harnen 
durchgefiihrten Bestimmungen der Stickstoffvertheilung folgen. 


t 


1) Archiv fiir experimentelle Pathologie und Pharmakol., Bd, 40), S. 29. 
2) Ich verdanke das Priiparat der Giite des Herrn Docenten Dr. Fritz 
Pregl] in Graz. 
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Tabelle (Fortsetzung.) 


(iesammt- 
stickstoff 


Jeicht abspaltbarer 


schwer abspaltbarer 


Indirekte und Kontrollbestimmungen 


| 


leicht abspaltbarer 


ny n, 


ny + 


Gesammter, leicht 


+ Ny 


Gesammt-N des 


Schwer abspaltbarer j 


Gesammt-N des 


N des P-W-S-Niederschlags 


Niederschlags abspaltbarer N 


N des P-W-S-Filtrats 


| 
| Filtrats 


in 20 cem. Harn 


NH, 
nach 


Schlésing 


Milligramme Stickstoff und Procente vom Gesammtstickstoff 
2, Harn des normalen Hundes 1; Fleischkost. 
34,244 225,680 245,680 
B4E468 224,896 245,294 
65,7-44 
Mittel: | | Mittel: Mittel: Mittel: 
65,688 19,796 34,356 225,280) 245,357 

290 ccm. Harn| = | = 5,01°%o | = 83,52%o | == 2,22°%o | = 13,08%o | = 85,75%o 93,38 
262,092 258,230 — 


1) Bestimmt durch Destillation des mit Phosphors#iure zersetzten Gesammtharnes mit Magnesia. 
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Der durch die Anordnung der Bestimmungen, wie ersicht- 
lich, mehrfach kontrollirte Befund einer nicht unbetrichtlichen 
Stickstoffmenge in der vierten Fraction «<f,» des normalen 
Harns war ein unerwarteter. Auf welechen normalen Harn- 
bestandtheil kann dieser Stickstoff bezogen werden? Der Stick- 
stoff der Hippursiiture kann im normalen Harne des Fleisch- 
fressers nach den bisher vorliegenden Angaben etwa 0,05 bis 
hochstens 0,5°/o des Gesammtstickstoffs betragen, jener der im 
normalen Harne noch zweifelhaft vorhandenen Spuren anderer 
Amidosiiuren, der Taurin- und Cystinabkémmlinge kaum_ in 
Betracht kommen. Dass es sich um Reste unzersetzten Harn- 
stoffes handle, ist angesichts der Gleichmissigkeit der fiir die 
Harnstoff-Fraction in den Kontrollversuchen gewonnenen Zahlen 
ausgeschlossen. Nach Bondzynski und Gottlieb!) scheidet 
der normale Hund nach Fleischfiitterung etwa 2,5°/0, der 
normale Mensch bei gemischter Kost 2—8°/o des gesammten 
Harnstickstoffs in Form von Oxyproteinsiure aus. Nach 
Pregl’s?) Angaben berechnet, stellt sich (entgegen den Er- 
fahrungen Tépfers?) die relative Stickstoffzahl der Oxy- 
proteinsiiure im menschlichen Harne auch wohl bis zu 4° 0, 
wobei noch zu beachten ist, dass alle Darstellungsmethoden 
mit hohen Verlusten arbeiten, weil die Substanz die Eigenschatft 
besitzt, Niederschliigen hartniickig anzuhaften (Preg]). 

Da nach den oben angefiihrten Versuchen nicht ganz «ie 
Hiilfte des Oxyproteinsiiurestickstoffs, entsprechend etwa 11/2 bis 
2°» des Gesammtharnstickstoffs, in dieser Fraction erscheint, 
bleibt in derselben immerhin noch ein ungedeckter Rest, dessen 
Bedeutung weitere Untersuchungen werden aufkléren miissen. 

Wenn das mitgetheilte Verfahren der quantitativen Be- 
stimmung zu dienen im Stande sein soll, so muss dem Harne 
beigemengter Amidosiiurenstickstoff quantitativ in der vierten 
Fraction erscheinen. Um diesen Sachverhalt zu priifen, figte 
ich einem Harne, dessen Stickstoffvertheilung genau bekannt 
war, eine gewogene Menge Leucin zu und fiihrte die Bestimmung 
der Fraction f, hierauf neuerdings durch. 


1) Centralblatt fiir medicin. 1897, Nr. 33. 14. 
2) Pfliiger’s Archiv 1899, Bd. 75, 8. 108. = 
3) Centralblatt fiir medicin. so hana 1897, Nr. 41. 
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20 ccm. Harn (des HundesI in normalem Zustande); darin wurde 
gelést 0,1 g chemisch reines Leucin. 

Stickstoff in der Fraction f,: berechnet: 16,52 mg 

gefunden: 17,12 » 

Der Stickstoff des beigefiigten Leucins — von anderen 
Amidosiiuren darf dasselbe Verhalten erwartet werden — er- 
scheint also quantitativ in der betreffenden Fraction. 

Nachdem durch die vorgefiihrten Versuche der Beweis 
erbracht war, dass die Bestimmung des nicht durch Phosphor- 
wolframsiure fiillbaren, nicht durch Phosphorsaéure abspaltbaren 
Stickstoffs im Harn trotz seines kleinen Werthes mit geniigender 
Schiirfe durchfiihrbar ist, habe ich versucht, die praktische 
Verwendbarkeit des Verfahrens an einem experimentell zu- 
giinglichen Falle zu prifen. 

Bei gewissen schweren, acuten Infectionen, bei Leber- 
erkrankungen und bei Phosphorvergiftung treten im Harne 
bekanntlich nicht selten Amidosiiuren auf. Unter diesen Ver- 
hiltnissen ist mithin eine Vermehrung der die vierte Fraction 
bildenden Stickstoffmenge zu erwarten. Ich denke die Frage 
nach dem Auftreten von Amidosiiuren im Harne unter wechseln- 
den pathologischen Verhiiltnissen demniichst von der klinischen 
Seite zu bearbeiten. Vorderhand liegen mir einige Daten 
betreffend die Stickstoffvertheilung bei der am Hunde erzeugten 
Phosphorvergiftung vor. 

Hund | (s. Tabelle I), kleiner Rattler, erhalt am 14. Februar 1 ccm 
concentrirter dliger Phosphorlésung subcutan injicirt. Am 16. Februar 
wird die doppelte Dosis in gleicher Weise verabreicht. Ab 19. Februar 
scheint das Thier schwer krank, erbricht, lahmt. Tod am 20. Februar. 
Typischer Sectionsbefund; Leberblutungen etc. 

Hund II (s. Tabelle Il), mittelgrosser Rattler, erhalt am 3., 5. und 
7. Marz je 1 ccm. der Phosphorlésung subcutan. Schwerer Allgemein- 
zustand ab 9. Mirz. Wird moribund geschlachtet. Blut schwer gerinnbar, 
Leberbefund typisch. 

Der Harn beider Thiere wurde in dem sorgfaltig gereinigten Kiafig 
quantitativ gesammelt und noch warm zur Verarbeitung gebracht. 
Die Zahlenangaben in der Tabelle II beziehen sich auf die vereinigten, 
am letzten Lebenstag entleerten Harnportionen. 


Das Ergebniss der Verarbeitung der von den vergifteten 
Hunden stammenden Harnproben ist auf folgender Tabelle 
dargestellt. 
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Tabelle Ul. 


—Direkte Be 


stimmunegeen 


Indirekte und Kontrollbestimmungen 


NH, nach 


Gesamimt- ny | | ly nyt Ny | | 
stickstoff in 20 cem. Harn 
Milligramme Stickstoff bezw. Procente vom Gesammtstickstoff 
1,# Harn des mit Phosphor vergifteten Hundes I. 

5 cem. Harn | | | 

86,548 ABSTE 300,678 

86,268 | 44,856 298,074 | 301,098 

Mittel: | Mittel: Mittel: | Mittel: 

86,408 26,482 17,950 280, 1-40 296,114 SOO.888 29.936 
20 com. Harn} == 7,659 == 5.19% | = 81,06 | == 5.08% | = 12.84% | = 85.68% | = 87.05% | 5,77 

345,632 342,048 — 

2, Harn des mit Phosphor vergifteten Hundes Il. 

cem. Har | ; : | 

127.498 18.28% | 216.748 23,562 235,200 | 

128.604 | 217.924 peat 24150 235,760 

Mittel: Mittel: | Mittel: Mittel: Mittel: | 

128,051 ALS 217.336 IS 23.856 230.480 14,308 
20 cem. Harn] == 7.21% | = 2.12% = 84.86 : 7,09 9.32% | = 91,95 Yo 5.59 

256,102 259,336 = 101,28 °/o 
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Die auf den Tabellen | und II enthaltenen procentischen 
Stickstoffwerthe sind — behufs direkter Vergleichbarkeit auf 
eine Summe der vier Fractionen = 100°/o corrigirt — in 
folgender Uebersichtstabelle zusammengestellt. 


Generaltabelle. 


Stickstoff in Procenten des Gesammtstickstoffs. 


| Fraction f, | 
Fraction n, Fraction n, | + (Fractionf, NH, 
U | | 
| 
Normaler 8.34 6,65 8014 4,88 | 
menschlicher Harn 
14.98 | 85,02 | 
| | | | | 
7.67 | DAO 84.97 2,26 
gesund | 4,33 
| 12.77 87,23 
ater 7.73 5.24 S189 
Phosphor- D707 
wirkung 12.98 87.02 
| | 
| 7.00 2.24 86.43 4335 
gesund | 4,03 
| O24 90,76 | 
Hund If |—- 
7,13 210 83,76 | 701 | 
‘Phosphor- | 9,09 
-wirkung 923 90.77 | 


Wie ersichtlich, trat in den beiden Fiillen von Phosphor- 
vergiftung eine zwar nicht bedeutende, aber gleichmiissige 
Verschiebung der Stickstoffwerthe in dem Sinne ein, dass die 


Fraction f, — ich méchte sie vorliiufig die Fraction der 
Monamidoséuren nennen — auf Kosten des Harnstoffs (f,) 


vermehrt erschien. (Auch die Ammoniakwerthe stiegen gleich- 
zeitig etwas an.) 

Die absolute Vermehrung des Stickstoffs in der Fraction (f,) 
betrug im 24stiindigen Harne in den zwei Fiillen bei einer 


& 
a 
4 
4 


Gesammtstickstoffausscheidung von 6,57 g (Hund I) bezw. 
7,76 g (Hund Il) 0,19 g bezw. 0,21 g oder — beispielsweise 
auf Leucin berechnet — 1,76 g bezw. 1,93 g Leucin. 

Bei der theilweise!) noch mangelnden Kenntniss tiber das 
Verhalten des der Fraction f, im normalen Harne angehoren- 
den Stickstoffs bei Aenderung der Ernahrung, im Hunger etc., 
kann dieser Befund, streng genommen, nicht ohne Weiteres 
auf abnorme Ausscheidung von Amidosiuren bezogen werden, 
so sehr ein solcher Schluss auch nahe liegt. 

Der qualitative Nachweis von Leucin und Tyrosin mittelst 
der tiblichen Darstellungsmethoden wurde in beiden Phosphor- 
harnen versucht und ergab ein negatives Resultat, was aller- 
dings bei der geringen Empfindlichkeit dieser Methoden ihre 
Anwesenheit durchaus nicht ausschliesst. 

Die bei der direkten Bestimmung der Fraction f, ge- 
machten Fehler betragen bei einiger Uebung héchstens etwa 
+ 2 cem. n/10-Siiture, entsprechend 2,8 mg_ Stickstoff in 
20 cem. Harn. Vermehrt sich daher in einem Harne der 
Stickstoffgehalt pro 20 um etwa 3 mg Amidosiauren- 
stickstoff, so wird dies nach dem angegebenen Fractionirungs- 
verfahren eben sicher nachweisbar sein. In diesem Sinne 
kann die Methode mit den Methoden des qualitativen Nach- 
weises durch Darstellung von Amidosiuren aus dem Harn in 
Concurrenz treten. 

Fiir die weitere, namentlich die klinische Verwendung 
des Verfahrens, ist dasselbe einer Vereinfachung zugiinglich. 
Wurde das priiformirte Ammoniak bereits nach Schloésing 
bestimmt, so kann der Phosphorwolframsiureniederschlag in 
toto ohne vorgiingige Saurezerkochung auf seinen Stickstofl- 
gehalt verarbeitet werden. Die Untersuchung ist dann aut 
folgende Analysen zurickgefthrt: 

1. Bestimmung des Gesammtstickstoffs ; 

2. Bestimmung des durch Phosphorwolframsiure fallbaren 
Stickstoffs ; 


1) Nach Bondzynski und Gottlieb findet sich bei Phosphor- 
vergiftung im Hundeharn eine vermehrte Menge von Oxyproteinsaure. 
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3. Bestimmung des leicht abspaltbaren Stickstoffs aus 
dem Phosphorwolframsiurefiltrate ; 

4. Bestimmung des schwer abspaltbaren Stickstoffs aus 
dem Phosphorwolframsiaurefiltrate. 

Handelt es sich um rasche Orientirung, so wird 1 und 4 
geniigen. Es dirfte sich empfehlen, auf diesem Wege zuniichst 
durch liingere Versuchsreihen unter wechselnden Bedingungen 
iiber die Grenzen, innerhalb deren sich die Werthe fiir den 
Stickstoff der « Monamidosiiurenfraction » bewegen, einen Ueber- 
blick zu gewinnen. 
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Zur Kenntniss der Endprodukte der Pepsinverdauung. 
Von 


Dr. Meinhard Pfaundler aus Graz. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 32.) 


(Der Redaction zugegangen am 4. Juni 1900.) 


Gelegentlich seiner Untersuchungen fiber den quantitativen 
Verlauf der peptischen Eiweissspaltung konnte E. Zunz!) die 
iiberraschende Beobachtung machen, dass «sehr bald nach 
Beginn der Verdauung ein erheblicher Theil des Kiwetssstick- 
stoffes In Form von die Biuretreaction nicht mehr gebenden 
Korpern abgespalten wird». In Versuchen mit Serumalbumin 
fand er beispielsweise einmal nach zweistiindiger Verdauung 
ein anderes) Malo nach halbstiindiger Verdauung 
30,98 in Versuchen mit Casein nach viersttindiger Ver- 
dauung 50,67 des Gesammtstickstoffes in solchen Korpern 
enthalten. Nach der Vermuthung von Zunz_ stellen sie die 
Hauptmasse der bei intensiver Pepsinverdauung gebildeten 
Endprodukte dar, 

Die Kigenschaften dieser Kérper betreffend ergibt sich 
aus den von Zunz mitgetheilten Analysen, dass sie zum Theile 
durch Phosphorwolframsiiure fiillbar sind und dass dieser fill- 
bare Antheil bei lange fortgesetzter Verdauung  betriichtlich 
zunimie. 

Nach Analogie mit der tryptischen Verdauung und mil 
anderen hydrolytischen Spaltungen des Eiweisses musste man 
zuniichst wohl vermuthen, dass unter diesen nicht Biuret- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIL, S. 132. 
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reaction gebenden Endprodukten namentlich die Aminosiiuren 
und Ammoniak vertreten selen. 

Ueber das <Auftreten des Ammoniaks (bezw. iiusserst 
leicht Ammoniak abspaltender Saiureamide) hat bereits E. Zunz 
quantitative Versuche angestellt, welche die allmiéhliche Bil- 
dung solchen, durch Magnesia als Ammoniak abspaltbaren, 
-Amidstickstoffes» bet der Pepsinverdauung ausser Zweifel 
~etzen, zugleich aber zeigen, dass seine Menge gegen jene der in 
Frage stehenden. stickstoffhaltigen Endprodukte gering ist. 

Betreffs des Auftretens von Aminosiiuren und anderer 
nicht mehr Peptonnatur darbietender Verdauungsprodukte 
lagen vor Zunz nur vereinzelte, nicht quantitative Angaben an- 
derer Autoren vor. So gibt Hoppe-Sevler?!) auf Grund der 
Versuche seiner Schiller Lubavin?) und Moéhlenfeld?) an, 
«dass sich bet verlingerter Eimwirkung der Verdauungsfliissig- 
keit aus Peptonen langsam Leucin, Tyrosin und unbekannte 
Korper» bilden, und Lawrow 4) glaubt aus einem seiner Ver- 
suche schliessen zu kOnnen, dass bei langdauernder, intensiver 
Verdauung einmal Substanzen entstehen, welchen die Biuret- 
reaction und Féllbarkeit durch Ammonsulfat abgeht, die aber 
noch Millon sche Reaction, Nanthoproteinreaction und Fiall- 
harkeit durch Alealoidreagentien zeigen, sodann aber auch 
krystallinische Spaltungsprodukte nicht unbetriichtlicher 
Menge. 

Diesen Beobachtungen steht die entschiedene Angabe 
Kiihne’s 4) gegentiber, wonach das in solchen Fiillen ge- 
hindene Leucin und Tyrosin nicht aus Eiweiss durch Pepsin- 
verdauung, sondern aus der Magenschleimhaut oder dem mit 
bereiteten Rohenzyme bei der Auflésung ver- 
diinnten Siiuren entstehen. Ebenso erkliirt Neumeister, ®) 

1) Physiologische Chemie. Bd. Il, 8. 228. 

2) Hoppe-Seyler, med. chem. Untersuch., 8. 452. Vergl. auch 
Winternitz, diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 464. 

3) Pfiiger’s Archiv, Bd. V, S. 381. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 8. 515, 517. 

5, Verhandlungen des naturhistor. Vereins Heidelberg, 1876. Ref. 
Maly, Bd. VI. 

6, Lehrbuch der physiol. Chemie. I. Aufl, S. 184. 
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dass die Magenverdauung mit der Bildung von Peptonen, 
«die noch den allgemeinen Charakter von Proteinsubstanzen 
tragen», abschliesse. 

Da somit die Frage, worum es sich bei den in so grosser 
Menge auftretenden, nicht Biuretreaction gebenden Korpern 
von Zunz handele, offen stand, unternahm ich es auf An- 
regung von Professor Hofmeister, weiteres Material zu ihrer 
Beantwortung beizuschaffen. 

Da in einigen Vorversuchen die Menge des den frag- 
lichen Produkten angehérenden Stickstoffes wesentlich kleiner 
gefunden wurde, als nach den Angaben von Zunz hitte er- 
wartet werden kénnen, das Auftreten derselben in grisseren 
Mengen somit an gewisse Bedingungen geknupft zu sein schien, 
ergab sich als nachste Aufgabe, diese Bedingungen genauer 
zu studiren. Als weitere Aufgabe erschien die Entscheidung 
der Frage, ob die in Rede stehenden Endprodukte den Er- 
fahrungen Hoppe-Seyler’s und Lawrow’s entsprechend ganz 
oder doch zum Theile aus einfachen Aminosiiuren oder sonstigen 
krystallinischen Produkten bestehen, oder aber aus compli- 
cirteren Substanzen, welche dann nothwendig ihrem chemischen 
Charakter nach ihren Platz zwischen den «Peptonen» und den 
Aminosiiuren finden miissten. 

Aus iiusseren Griinden habe ich diese Aufgaben nur in 
ihren Hauptztigen zu lOsen vermocht, die vielversprechende 
Weiterfiihrung der Untersuchungen aber anderen Hiinden tiber- 
lassen mlissen. 


Ueber das quantitative Auftreten der der Biuretreaction entbehrenden 
Endpropukte der Pepsinverdauung. 

Wie schon aus dem Gesagten hervorgeht, bezeichne ich 
«als Endprodukte der Pepsinverdauung» nicht mit Kiihne und 
Neumeister die «Peptone» allein, sondern auch die neben- 
her entstehenden, keine Biuretreaction mehr gebenden Stoffe. 
Schon aus dem Widerstreite der Meinungen tiber dié Existenz 
der letzteren geht hervor, dass sie offenbar in sehr wech- 
selnder Menge erhalten werden. Bei niiherer Untersuchung 
ergab sich, dass — wie schon Zunz vermuthungsweise ge- 
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iiussert hat — namentlich die urspriingliche Concentration des 
Verdauungsgemisches an Eiweiss von entscheidendem Ein- 
flusse ist. Wenig concentrirte Losungen ergeben eine sehr 
viel bessere Ausbeute an den in Rede stehenden Substanzen. 
Da, wie die Erfahrungen von Zunz lehren, die Menge 
der bei Pepsinverdauung auftretenden Peptone im Ganzen eine 
geringe ist und bei linger fortgesetzter Verdauung noch ab- 
nimmt, kann der Stickstoffgehalt des nicht aussalzbaren An- 
theiles des Gemisches als anniiherndes Maass fiir die Menge 
der darin enthaltenen, nicht Biuretreaction gebenden Korper 
angesehen werden. In diesem Sinne illustrirt folgende Ver- 
suchsreihe die eben gemachte Angabe: 
Serumeiweissverdauung ; Dauer: 3 mal 24Stunden ; Temperatur 35—44° C. ; 
0,6%/o H,SO,; 0,040 Pepsin-Griibler. 


Durch Zinksulfat in saurer Lésung 


Anfiinglicher Eiweissgehalt des nicht aussalzbarer Stickstoff in 
Verdauungsgemenges : Procenten des Gesammtstickstoffes 
zu Ende des Versuches: 
0,43 62,9 °/o 
0,88 °/o 48,1 jo 
1,75 /o 38,8 °/o 
3,50 °/o. 23,0 %/o. 


Nebst der Eiweissconcentration sind natiirlich auch noch 
andere Umstinde, namentlich die Qualitét des angewandten 
Fermentpraparates und die Dauer der Digestion, auf die Menge 
der gebildeten Endprodukte von Einfluss. Bei monatelanger 
Verdauung kénnen die Albumosen, wie ich fand, tiberhaupt 
bis auf Spuren verschwinden und nur geringe Mengen Pepton 
neben den der Biuretreaction entbehrenden Produkten zurtick- 
bleiben, 


Methodisches. 


Zur Isolirung der etwa entstandenen Aminosiiuren und 
der keine Biuretreaction mehr darbietenden Produkte war die 
vorgangige Entfernung der Albumosen und Peptone nothwendig. 
Die Albumosen konnten durch Aussalzung mit Ammonsulfat 
(Kiihne) oder mit Zinksulfat (Baumann und Bimer) ab- 
geschieden werden. Ich wiihlte nach dem Vorgange von 
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Zunz das zweitgenannte Verfahren, da das Zinksulfat’ einer 
nachtriiglichen Entfernung besser zugiinglich ist, als das 
Ammonsulfat. 

Zur Beseitigung der Peptone habe ich verschiedene Ver- 
fahren angewandt. Zuniichst benutzte ich die Ausfillung mit 
Jod nach E. P. Pick, wobei ich so verfuhr, dass ich die nach 
Abscheidung der Albumosen erhaltene saure, mit Zinksulfat 
gesittigte Fliissigkeit mit einer Losung von Jod in Jodzink- 
solution vollig ausfiillte. Dieses Verfahren erfordert die nach- 
triigliche Entfernung von Jod, Zink, Schwefelsiiure und eventuell 
von Chlor, wenn die Verdauung mit Salzsiiure vorgenommen 
worden war. Durch successive Behandlung mit Aether, Chloro- 
form, Bleioxyd, Silbersulfat, Schwefelwasserstoff und Baryt- 
hydrat, bezw. Baryumearbonat liisst sich dies erreichen. Ob 
mit den sich abscheidenden Peptonperjodiden nicht auch An- 
theile yon unbekannten) Endprodukten  gefallt) werden, ist 
freilich nicht festgestellt. Die Erfahrung, dass bei der Aus- 
salzung der Albumosen aus den Verdauungsgemischen und bei 
der Entfernung der Peptone durch Jod grosse Verluste an den 
nicht die Biuretreaction gebenden Korpern unvermeidlich sind, 
fiihrte zu Versuchen, letztere auf andere Weise isoliren. 
Aber es bewiihrte sich weder die zu diesem Behufe ange- 
wandte Tanninfiillung der hoéheren Verdauungsprodukte, nocli 
die Fractionirung des in toto benzoylirten Gemenges. 

Ich habe daher in einem anderen Versuche nach Aussalzung 
der Albumosen mit Zinksulfat aus dem Filtrate zuniichst das 
Zink und die Hauptmasse der Schwefelsiiure entfernt, dann die 
Peptone mit einer 10°/oigen Losung krystallinischer Phosphor- 
wolframsiure gefallt. Hierber kénnen allerdings, wie aus den 
Angaben von Zunz hervorgeht, auch andere, nicht mehr 
Biuretreaction gebende Koérper mit ausfallen. 

Kinen wesentlichen Vortheil bietet fiir die Verarbeitung der Ver- 
dauungslosungen das Ansetzen der Digestionsmasse mit Schwefelsaure 
anstatt mit Salzsiiure. Kann man die Verdauung iiberdiés so lange 
wihren lassen, dass die Albumosen ganz oder fast ganz verschwinden., 
was die Behandlung mit Zinksulfat erspart, so ist eine weitere, wichtige 
Vereinfachung gegeben. Denn hauptsiichlich die wiederholte Erzeugune 
voluminéser und nicht geniigend auswaschbarer Niederschliige ist (ie 
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Ursache der ausserordentlich hohen Verluste, die man bei der Verarbeitung 
erleidet, und der Schwierigkeit, zu ausreichenden Mengen isolirter Produkte 
zu gelangen. 

Die von mir ausgefiihrten Versuche beziehen sich auf die 
Verdauungsprodukte des Serumalbumins und auf jene = des 


Fibrins. 


Endprodukte der Verdauung von Serumalbumin. 

Das beniitzte Serumalbumin war aus Pferdeblutserum 
nach Aussalzen des Globulins und Fibringlobulins mit einem 
Volumen. gesiittigter AmmonsulfatlOsung durch Coagulation des 
Kiltrates und Auswaschen des Niederschlages gewonnen. Der 
Kiweissniederschlag wurde sodann in einem grossen Volumen 
1° oiger Schwefelsiiure vertheilt und die Fltissigkeit mit 5°/o0 
Griiblerschen Pepsins versetzt. Nach mehr als sechsmonat- 
lichem Stehen bei 85—40° C. wurde der spirliche Rest der 
Albumosen durch Aussalzen mit Zinksulfat entfernt, das Filtrat 
mit Schwefelwasserstoff und Barythydrat von Zink und der 
Hauptmasse der Schwefelsiiure befreit. Das jetzt nur noch 
Peptone und Endprodukte  enthaltende Filtrat) wurde mit 
Phosphorwolframsiiurel6sung ausgefillt. Hierbei ging 59,7 °/o 
des Gesammtstickstoffes in das Filtrat, 39,7°/o in den Nieder- 
schlag.  Letzterer enthielt nebst den nach Zerlegung mit 
Barythydrat als Baryumverbindungen durch Alkohol  fallbaren 
Peptonen reichlich Ammoniak, daneben Spuren basischer, 
krystallinische Phosphorwolframate liefernder Substanzen. 

lin Filtrat, das keine Biuretreaction mehr aufwies, wurde 
zunichst zur vorliiufigen Orientirung die Stickstoffvertheilung 
nach dem Hausmann’schen') Verfahren untersucht. Der 
befund war folgender : 


Leicht abspaltbarer Stickstoff (incl. Ammoniakresten) 10.4°/o 
Schwer abspaltbarer, nach Sfurezerkochung durch Phosphor- 
wolframsiure fiillbarer Stickstoff (<Diaminostickstoff> 34,2 /o 


Schwer abspaltbarer, nach Séurezerkochung durch Phosphor- 
wolframsiiure nicht faillbarer Stickstoff (« Monaminostickstoff») 54,4°/o 


99,0 %o 


des Gesainmtstickstoffes. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 595. 
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Die betriichtliche Menge der letzteren Stickstofffraction 
liess die Anwesenheit und Nachweisbarkeit von Aminosiiuren 
erwarten. Es konnte jedoch auch bei Verwendung grosser 
Mengen Ausgangsmaterials weder direkt, noch nach Behandlung 
mit Alkohol oder Ueberfiihrung in die Kupferverbindung Leucin 
oder Tyrosin zum Auskrystallisiren gebracht werden. Eben- 
sowenig gelang es, asparaginsaures Kupfer oder salzsaure 
Glutaminsiiure zu erhalten. 

Die auf Aminosiiuren ohne Erfolg untersuchten Portionen 
wurden hierauf vereinigt, von Kupfer befreit, ihre wiisserige 
Losung bei neutraler Reaction eingedampft und behufs Reinigung 
von anorganischen Salzen im Soxhlet’schen Apparate mit 
Alkohol extrahirt. Die in Alkohol tibergehende Substanz gab 
keine Biuretreaction in wisseriger Losung, keine Fillung mit 
Metallchloriden, Pikrinsiiure, Jodquecksilberkalium und anderen 
Alkaloidreagentien, fiel hingegen ganz oder theilweise aus 
Wasser durch schwefelsaures oder salpetersaures Quecksilber- 
oxyd, aus Alkohol durch Aether und durch alkoholische Sublimat- 
losung. Kupferhydroxyd wurde von der wisserigen LOsung in 
grossen Mengen mit tiefblauer Farbe gelést; die Millon’sche 
Reaction war schwach positiv, jene auf locker gebundenen 
Schwefel negativ. Beim Versuche der Benzoylirung nach 
Schotten-Baumann wurde ein bei alkalischer Reaction aus- 
fallendes Reactionsprodukt erhalten. Beim Verbrennen_ trat 
Leucin-, spiiter Horngeruch auf. 

Die Hauptmasse der Substanz wurde behufs Reinigung 
aus alkoholischer Fliissigkeit mit alkoholischer Sublimatlosung 
gefiillt, gewaschen, wieder in Wasser geldst und aus diesem 
(unter merklichem Verluste) neuerdings durch Alkohol gefiilt. 
Nach Wiederholung dieses Verfahrens stellte die Quecksilber- 
verbindung eine unter dem Mikroskope gleichmiissig feinkornige 
Masse dar, die im Exsiccator ein weisses Pulver bildete, beim 
Stehen an der Luft zu einer briiunlichen Masse zusammen- 
sinterte, 

Da gelegentlich der Bestimmung der Stickstoffvertheilung 
gefunden worden war, dass dieses aus dem Phosphorwolfram- 
siiurefiltrate gewonnene Produkt beim Zerkochen mit Salzsiure 
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einen durch Phosphorwolframsiiure fiillbaren Bestandtheil ab- 
spaltet, wurden einige Gramme der gereinigten Quecksilber- 
verbindung mit Schwefelwasserstoff zersetzt und durch acht 
Stunden mit dem mehrfachen Volumen concentrirter Salzsiure 
gekocht. Die neutralisirte Fliissigkeit gab mit Phosphor- 
wolframsiiure in der That jetzt einen reichlichen, in der Wiirme 
zum grossten Theile léslichen Niederschlag. Niederschlag und 
Filtrat wurden mit Barytwasser zersetzt. 

Aus ersterem gewann ich nach Entfernung von etwas 
Ammoniak eine schwach alkalisch reagirende Losung, welche 
mit Pikrinsiiure eine leichte, mit essigsaurem Quecksilberoxyd 
und Sublimat eine dichte Triibung, mit ammoniakalischer 
Silberldsung einen flockigen, weissen Niederschlag  lieferte. 
Beim Kochen mit Kupfercarbonat schien sich ein unldésliches, 
die Fliissigkeit milchig triibendes Kupfersalz zu bilden. Beim 
Verbrennen war sehr deutlich Horngeruch wahrnehmbar. 
Dieses Verhalten liisst kaum eine andere Deutung zu, als dass 
durch das Zerkochen mit Salzsiiure eine Diaminosiiure (vielleicht 
Histidin) entstanden war. 

Das mit Baryt zerlegte Filtrat von dem Phosphorwolfram- 
siiureniederschlage wurde eingeengt und mit Alkohol extrahirt. 
In dem minimalen Riickstand liess sich weder Tyrosin noch 
eine der zweibasischen Aminosiiuren nachweisen. Hingegen 
konnten aus dem Extracte durch Ueberfiihrung in die Kupfer- 
verbindung neben anderen nicht identificirbaren organischen 
Kupferverbindungen mehrere Centigramme Leucinkupfer und 
aus diesem etwas Leucin mit allen charakteristischen Re- 
actionen gewonnen werden. 


Endprodukte der Verdauung des Fibrins. 


Ein von der Fabrik Witte in Rostock geliefertes Ver- 
dauungsgemisch, durch mehrwochentliche Digestion von ca. 
‘2 kg Fibrin mit Pepsinsalzsiiure erhalten, wird durch totale 
Aussalzung mit Zinksulfat in saurer Lésung von den Albumosen, 
durch Fillung mit Jod (in Jodzinklésung) von den Peptonen 
befreit. Nach Entfernung der Salze und des Jods aus dem 
Filtrate wird — unter grossen Verlusten an_ stickstoffhaltiger 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 7 


Substanz — eine Lésung erhalten, welche keine Biuretreaction 
mehr gibt und mit Phosphorwolframsiure nicht mehr fillt, 
hingegen noch deutlich positive Millon’sche Reaction aufweist, 
mit Kupfercarbonat gekocht grosse Mengen des Metalles lost 
und nach Zerkochung mit concentrirter Salzsiure auf Phosphor- 
wolframsiiurezusatz einen stickstoffhaltigen, in der Wirme 
léslichen, beim Erkalten theilweise krystallinischen Nieder- 
schlag liefert. Die Losung fillt ferner mit essigsaurem und 
schwefelsaurem Quecksilberoxyd, nicht mit Bromwasser, und 
enthilt keinen bleischwiirzenden Schwetel. Beim Verbrennen 
der eingedickten Masse tritt sehr deutlicher Geruch nach 
erhitztem Rohleucin auf. Der Nachweis von Leucin  gelingt 
jedoch nicht. Der Versuch wird mit einer grdsseren Menge 
Ausgangsmaterial (etwa 1 kg feuchten Fibrins entsprechend) 
wiederholt, mit dem einzigen Unterschiede, dass diesmal behufs 
Entfernung des Schwefelwasserstoffs gelegentlich der Aus- 
fillung der Metalle mehrfach liingere Zeit in nicht abgestumpfter 
schwelelsaurer Lésung gekocht wird. Aus der resultirenden, 
nicht Biuretreaction gebenden Lésung kann durch = schwefel- 
saures Quecksilberoxyd eine Substanz (oder ein Gemenge von 
Substanzen) gefiillt werden, welche wieder die oben angegebenen 
Reactionen gibt: doch ist die Ausbeute daran diesmal eine 
relativ weit geringere. Filtrate sind  basische, durch 
Phosphorwolframsiiure krystallinisch fiillbare Substanzen nach- 
weisbar. Durch fractionirte Aufnahme des eingedampften Fil- 
trates Methylalkohol und Kochen mit Kupferhydrat lisst 
sich ferner eine nicht ganz unbetriichtliche Menge von Leucin- 
kupfer gewinnen, das durch die Loéslichkeitsverhiiltnisse, die 
charakteristische Ausscheidung, Krystallform und den Kupfer- 
gehalt (berechnet 19,62°/o, gefunden 20,26°%/0) solches 
erkannt werden kann. 


Die erhaltenen Resultate gestatten, die Eingangs gestellten 
Fragen vorliiufig in folgender Weise zu beantworten. Die 
Frage, ob die der Biuretreaction entbehrenden Endprodukte der 
Pepsinverdauung ganz oder zum Theil einfache Aminosduren 
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sind, kann auf Grund des Serumalbuminversuches nur verneint 
werden. Denn wenn Leucin und ‘Tyrosin tiberhaupt End- 
produkte der Pepsinverdauung darstellen, so wire in diesem 
Versuche, bei sechsmonatlicher Dauer der Digestion, die ja 
nahezu zum Verschwinden der Albumosen gefiihrt hatte, sicher 
das Auftreten derselben in betrachtlichen Mengen zu erwarten 
gewesen. Dass sie nicht gefunden wurden — wihrend der 
Nachweis des Leucins unter den durch Salzsiiure erhaltenen 
Spaltungsprodukten des Verdauungsrestes ohne Schwierigkeit 
celang —, spricht ganz entschieden gegen ihre Bildung bei der 
Pepsinverdauung.  Freilich lasst sich bei den Schwierigkeiten, 
die sich dem Nachweise der Asparagin- und Glutaminsiiure, 
sowie auch der Diaminosiiuren entgegenstellen, dieser Schluss 
nur mit gewisser Wahrscheinlichkeit auf die tibrigen aus Eiweiss 
erhiltlichen Aminosiiuren ausdehnen. 

Bemerkt muss weiter werden, dass dem Nachweise von 
Leucin in dem zweiten Fibrinverdauungsversuche keine Beweis- 
kraft gegeniiber dem negativen Resultate des Serumalbumin- 
versuches zukommt. Denn einmal ist mir iiber die Art, wie 
die Pepsinlésung in diesem Falle fabrikmiissig bereitet wurde 
(ob aus Magenschleimhaut direkt oder aus gereinigtem Pepsin), 
nichts bekannt,!) sodann aber besteht der Verdacht, dass das 
lingere Eindampfen der freie Schwefelsiure enthaltenden L6- 
sungen zu einer Spaltung complicirter gebauter, leicht zersetz- 
licher Endprodukte unter Leucinbildung gefiihrt hat. 

In Betreff der Frage nach dem <Auftreten solcher End- 
produkte, welche sonach nicht den Charakter von einfachen 
Aminosiuren aufweisen, ist das Ergebniss aller Versuche 
ubereinstimmend positiv. Danach fiihrt die fortgesetzte Pepsin- 
verdauung von Eiweiss zur Bildung von Endprodukten, 
welche im Molekiile mehr als einen Kohlenstoffkern 
— bei dem Produkte aus Serumalbumin zum Mindesten den 
Leucin- und einen Diaminokern — enthalten. Diese Sub- 
stanzen geben keine Biuretreaction und sind durch 


1) Wie im hiesigen Laboratorium von E. P. Pick gezeigt wurde, 
enthalt das kiufliche, durch wenig intensive Verdauung erhaltene Witte- 
Pepton kleine Mengen Leucin. 
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Phosphorwolframsiéure nicht fiillbar; sie stellen eine 
Stufe zwischen den einfachst gebauten Peptonen und 
den Aminosiiuren dar. 

Eine nithere Charakterisirung dieser interessanten Korper- 
gruppe, welche fiir die Aufkliirung des Aufbaues der Eiweiss- 
korper von entscheidender Wichtigkeit sein diirfte, ist bereits 
im hiesigen Institute von anderer Seite in Angriff genommen. 


Die Peptone betreffend fiige ich als Nebenbefund meiner Versuche 
noch an, dass sowohl aus dem Jodniederschlage im Fibrinversuche, als 
auch aus einem bei spiiterer Gelegenheit aus der peptischen Lésung 
des Serumalbumins gewonnenen Tanninniederschlage nebst den von 
EK. P. Pick!) beschriebenen wasser- und alkoholléslichen Peptonen «A> 
und «<B>» ein itherlésliches Pepton gewonnen wurde. Dasselbe zeichnete 
sich durch eine ungewohnlich intensive, rein rothe Biuretreaction aus, 
gab die Reactionen auf den aromatischen Kern des Eiweisses nur schwach, 
jene auf Kohlehydratkerne tiberhaupt nicht. Phosphorwolframsiure 
erzeugte einen in der Wirme unlislichen Niederschlag. Mit Quecksilber-, 
Kupfer- und Eisensalzen entstanden unlésliche Verbindungen, mit Platin- 
chlorid bei langsamem Eindunsten Sphirolithen. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, $. 270. 
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Ueber die Umikoff’sche Reaction in der Frauenmilch. 


Von 
N. Sieber. 


(Aus dem Laboratorium von M. Nencki in St. Petersburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 10. Juni 1900.) 


In den Verdffentlichungen der Aerzte des Petersburger 
Findelhauses, Jahrgang 1898, hat Dr. N. Z. Umikoff!) eine 
teaction beschrieben, mittelst welcher man im Stande ist, 
das Alter der Frauenmilch, von Beginn der Lactation ab ge- 
rechnet, zu bestimmen. Die Reaction besteht darin, dass eine 
hestimmte Menge, etwa 5 ccm. der zu untersuchenden Milch, 
mit dem halben Volumen, also 2,5 ccm. 10 °/oigen wiisserigen 
Ammoniaks versetzt und 15 bis 20 Minuten lang im Wasserbade 
auf GO° erwiirmt wird. Die Milch nimmt dabei eine violett- 
rothliche Farbung an, und die Niiance ist um so intensiver, 
je ilter die Milch, seit Beginn der Lactation, ist. Kuhmilch, 
verschiedenen Alters, in gleicher Weise behandelt, nimmt eine 
gelbe, héchstens gelblichbraune Fiirbung an, so dass durch 
diese einfache Reaction sofort die Frauenmilch von der Kuh- 
milch unterschieden werden kann. Es war nun von Interesse, 
zu erfahren, durch welchen specifischen bBestandtheil der 
Frauenmilech diese charakteristische Reaction bedingt ist und 
ob, ausser der Kuhmilch, die Milch anderer Thierspecies diese 
teaction nicht gibt. 

Dank der Liebenswiirdigkeit des dirigirenden Arztes des 
Petersburger Findelhauses, Dr. M. D. van Puteren, der mich 
auf diese Reaction aufmerksam machte und mir Frauenmilch 


1) Trudy Wratschej St. Petersburgskaogo wospitatelnaogo doma 1898. 
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in verschiedenen Lactationsperioden zur Verfiigung stellte, wo- 
fiir ich ihm meinen besten Dank ausspreche, konnte ich zu- 
niachst die Richtigkeit der Angaben von Dr. Umikoff bestiitigen, 
und bei der praktischen Bedeutung dieser Reaction habe ich 
mir zur Aufgabe gestellt, die Ursache sowie die niheren Be- 
dingungen derselben zu ermitteln. 

Was den Eintritt und die ausseren Erscheinungen der 
Reaction betrifft, so wird beim lingeren Erwarmen oder hoherer 
Temperatur die Fiirbung briiunlich; ebenso wenn concentrirteres 
Ammoniak angewendet wird. Milch, die mehrere Tage, selbst 
einen Monat gestanden, auch aufgekochte Milch gibt die Reaction. 
Zusatz von Kochsalz, Soda, Natriumsulfat, nach meiner Be- 
obachtung auch Natriumphosphat und Ammonsulfat, st6ren die 
Reaction nicht. Milch, der verschiedene Siiuren zugesetzt sind 
und die dann mit Ammoniak neutralisirt worden ist, fiirbt sich 
ebenfalls violettroth. Ein Zusatz von 2—38 Volumen Alkoho! 
schwiicht die Fiirbung ab; bei weiterem Zusatz tritt sie nicht 
mehr ein, ebenso nach Vermischen mit Aether oder Chloroform, 
wenn mehr als das gleiche Volumen davon zugesetzt wurde. 
Zusatz von Salmiak zu der Milch vernichtet die Reaction. 

Viel schwieriger war es, das Wesen dieser Reaction 
aufzukliren. Durch Extraction der neutralen, angesiinerten 
oder alkalisirten Milch mit Alkohol, Aether, Aceton, Chloro- 
form, Essigiither oder Ligroin war der Stoff, der diese Reaction 
bedingt, nicht zu isoliren. Ebenso wenig war der entstandene 
Farbstoff durch die genannten Lésungsmittel, sei es aus alkalischer 
oder saurer Losung, extrahirbar. Wurde die Milch mit Metall- 
salzen oder Tannin gefillt, so gab sowohl der Niederschlag 
als wie auch das Filtrat, wenn auch schwiicher, die Reaction. 
Das Destillat alkalisirter oder angesiiuerter Milch gibt die 
Reaction nicht. Wird Frauenmilch mit dem halben Volumen 
10°/oiger Kali- oder Natronlauge versetzt, so fiirbt sich die 
Milch braun, aber nicht violettroth. Von organischen Basen 
habe ich folgende bei wechselnder Concentration und Er- 
wiirmen gepriift: Aethylamin, Anilin, Dimethylanilin, Pyridin, 
Pikolin, Piperidin, Nicotin, Chinolin und Benzylamin. 

Aethylamin und Piperidin geben orange, Benzylamin 
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citronengelbe Fiarbung: die anderen Basen fiirbten die Milch 
schwach gelblich oder briiunlich, ebenso auch das Diamid. 

Wird Frauenmilch auf dem Wasserbade verdunstet, der 
Riickstand mit dem urspriinglichen Volumen Wasser wieder 
aufgenommen, filtrirt, mit dem halben Volumen 10° /oigen 
Ammoniaks versetzt und auf 60° erwiirmt, so tritt die Umi- 
koff sche Reaction schiarfer und schéner als wie in der ur- 
spriinglichen Milch ein. Die Farbung ist schwach rosa, mit 
einem bliulichen Stich. Wird Milch aus einem Pergament- 
papierschlauch gegen destillirtes Wasser dialysirt und das 
Dialysat mit 10°/oigem Ammoniak erwiirmt, so erhiilt man 
damit, ebenfalls schéner und reiner die Umikoff sche Reaction. 
Nicht allein mit dem Dialysat der Frauenmilch, sondern auch 
mit dem der Kuh-, Biiffel-, Ziegen- und Schafmilch erhilt man 
jetzt die gleiche Reaction, nur in verschiedener Stirke. 

Auch nach Verdunsten der Milch der genannten Thiere 
und Aufnahme des Riickstandes mit kaltem Wasser verhalten 
sich die Filtrate wie die von der Frauenmilch. Die violett- 
rothen Loésungen zeigen im Spectrum keinen Absorptions- 
streifen. 

Mit der Umikoff’schen Reaction hat sich bereits Dr. 
Marchetti!) in Florenz beschiftigt und constatirt, dass das 
Filtrat von der coagulirten Milch sowie das Dialysat diese 
Reaction geben. Nach seiner Ansicht ist es der Milchzucker, 
welcher beim Erwiirmen mit Ammoniak die Umikoff'sche 
teaction bedingt. Nimmt man Frauenmilch von Individuen 
‘von verschiedenen Lactationsperioden, aber gleichem Gehalt an 
Milchzucker und stellt damit die Umikoff'sche Reaction an, 
so wird man finden, dass die Milch aus ilterer Lactationszeit 
die Reaction intensiver zeigt. Der Milchzucker ist also hier 
nicht allein ausschlaggebend. Ich habe diesen Versuch sowohl 
mit Frauenmilch, als wie auch mit den Dialysaten derselben 
sehr hiiufig und stets mit gleichem Resultate angestellt, immer 
war bei gleichem Gehalt an Milchzucker die Reaction in der 
ilteren Milch intensiver. Ich habe 10 Proben, je 5 ccm. von 


1) Vgl. Maly’s Jahresbericht fiir 1897, S. 266. 
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1—10° oiger wiisseriger Milchzuckerlésung bereitet, zu jeder 
Probe 2,5 ccm. 10°/oigen Ammoniaks zugesetzt und dieselben 
20—30 Minuten lang auf 60° erwiirmt. Die Lésungen fiirbten 
sich rothlich, hatten aber eine andere Niiance als die, welche 
ich mit Milehzucker nach Ausfiillung des Caseins oder mit 
Milchdialysaten erhalten habe. Der rosaviolette Farbenton 
fehlte. Erwiirmt man dann solche Proben von reinem Milch- 
zucker auf 70° oder 80°, so wird die Fiarbung nur briiun- 
licher und noch mehr von typischen Umikoff' schen 
Niiance verschieden. Dass andererseits der Milchzucker fiir 
das Zustandekommen der Reaction absolut nothwendig ist, 
geht daraus hervor, dass nach Entfernung desselben aus dem 
Filtrat oder Dialysat der Milch die Reaction beim Erwiarmen 
mit 10° oigem Ammoniak ausbleibt. Es handelte sich nunmehr 
darum, herauszufinden, welcher andere Bestandtheil der Milch 
ausser dem Milchzucker fiir das Zustandekommen der charak- 
teristischen Fiirbung nothwendig ist. 

Dass sowohl Fett wie die Eiweissstoffe der Milch bei 
dieser Reaction ausser Betracht kommen, geht schon aus dem 
Umstande hervor, dass die Dialysate nicht allein der Frauen-, 
sondern auch der Milch der Kuh und anderer Pflanzenfresser 
die charakteristische Fiirbung geben. Eher konnte man denken, 
dass in den differenten Proteinstoffen der Pflanzenfressermilch 
die Ursache liegt, dass diese Milch nicht die gleiche Farbung 
wie die Frauenmilch zeigt. Das Niichste war daher, in den 
Bestandtheilen der Dialysate die beim Erwirmen mit Am- 
moniak sich violettroth fiirbenden Substanzen zu suchen. 

Um grissere Mengen der Milch zu dialysiren, benutzte 
ich Schliiuche aus Pergamentpapier. Bei kleinen Quantititen 
— 10 bis 20 cem., womit ich namentlich bei Frauenmilch aus 
verschiedenen Lactationsperioden zu thun hatte — benutzte 
ich an beiden Enden offene kleine Glasrdhren, wovon das eine 
Ende, zwecks dichten Verschlusses, wulstig abgeschmolzen, mil 
Pergamentpapier iiberzogen und mit Bindfaden zugebunden war. 
Kleine Milchmengen dialysirte ich gewOhnlich gegen das vier- 
fache Volumen destillirten Wassers, gréssere — 100 bis 
H0O com. — gegen das doppelte bis dreifache Volumen. 
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Um die listige St6rung durch die Mikroorganismen zu 
vermeiden, war es unbedingt nothwendig, die Apparate vorher 
zu sterilisiren. Der Milch, sowie dem Aussenwasser setzte 
ich einige Krystalle von Thymol hinzu, nachdem ich mich 
iiberzeugt hatte, dass Thymol in wiisseriger oder ammo- 
niakalischer Loésung auch beim Erwiirmen keinen Einfluss auf 
den Verlauf der Reaction hat. Ich konnte damit sowohl die 
Milch wie das Dialysat Monate lang vor bakterieller Zersetzung 
bewahren. Gewohnlich erhiilt man im Dialysate die Umikoff- 
sche Reaction schon am dritten Tage, am_ stiirksten jedoch 
wm achten bis zehnten Tage. In den meisten Fiillen dialysirte 
ich Dd bis 12 Tage lang. 

Der Hauptbestandtheil des Dialysates ist, wie zu er- 
warten war, Milchzucker. In einem Falle, wo ich 200 ccm. 
Frauenmilch mit 5,5°/o Zucker gegen 500 com. Wasser 10 
Tage lang dialysirte, enthielt das Dialysat 1,6°/0 Zucker. Die 
Aussenflissigkeit enthielt also ebenso viel davon, wie die Milch. 
In einem anderen Versuch wurden 100 ccm. Frauenmilch gegen 
100 com. destillirtes Wasser 8 Tage lang dialysirt. Die Milch 
enthielt 12,01°/o0 festen Riickstand und 0,20°/o Asche. Das 
Dialysat hatte das specifische Gewicht 1,0075 enthielt 
1.150 festen Riickstand und 0,045°/o Asche. Das Dialysat 
von Frauenmilch gibt mit NO,Ag keine Tribung. Das von 
der Kuh- oder Biiffelmilch gibt einen Niederschlag von Chlor- 
silber. Bei der Reaction auf Eisen mit HCl und Ferrocyan- 
kalium erhielt ich meistens nur griinliche Fiirbung. 

Von A. B. Macallum?) wird als das empfindlichste Reagens 
wifunorganisches Eisen eine 0,5°/o wiisserige LOsung von chemisch 
reinem Himatoxylin empfohlen. Die braungelbe Losung gibt 
uit Spuren von Eisensalz eine blauschwarze Fiirbung; orga- 
hische Eisenverbindungen, wie z. B. Hiimoglobin oder Hiimatin 
Verandern die Fiirbung nicht. Das Dialysat von Frauenmilch 
nach eimmonatlicher Lactation gab mit Hiimatoxylin keine 
Firbung; dagegen fiirbte sich damit blauviolett das Dialysat 
der Frauenmilch nach einjiihriger Lactationszeit. 


1, A. B. Macallum, Journ. of physiol. 22, 92-98. Ref. Malys 
Jahres-Bericht 1897. Seite 116. 
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Die Dialysate enthalten die Orthophosphorsiure in leicht 
durch molybdinsaures Ammoniak nachweisbarer Form. 

Von A. Ascoli') riihrt die Angabe her, dass minimale 
Mengen von Eisenoxyd, nach H.Rose?) auch Eisenoxydulsalzen, 
mit Metaphosphorsiure und Ammoniak versetzt, eine port- 
weinrothe Fiarbung geben. Es war nun denkbar, dass aus 
dem Nucleon der Milch beim Erwérmen mit Ammoniak nicht 
Ortho-, sondern Metaphosphorsiiure abgespalten sein wird, und 
geringe Mengen von Eisen sind auch in der Milch vorhanden. 
Die bei der Einwirkung von Ammoniak auf Milchzucker bei 
Gegenwart von Metaphosphorsiiure und Eisensalz entstehende 
Fiirbung konnte eventuell die Niiance der Umikoff schen Re- 
action haben. 3°,0 bis 7°/e Milchzuckerl6sung, mit Spuren von 
Eisensalzen und Metaphosphorsiiure versetzt, gaben beim Er- 
wiirmen mit 10°/o Ammoniak nur eine rothbraune Firbung: auch 
konnte ich in dem Dialysate der Frauenmilch nach der Vorschrift 
von L. Liebermann®) keine Metaphosphorsiure nachweisen. 

Milchfett, so wie fliichtige Fettsiituren und Milchsiiure 
waren ebenfalls ohne Einfluss auf die Reaction. Ein con- 
stanter Bestandtheil der Dialysate von Kuh- und Frauenmilch 
ist die Citronensiiure, die wie bekannt von Soldner), 
Henkel und Soxhlet®) und Scheibe®) als constanter Be- 
standtheil der Milch nachgewiesen wurde. Bei Verarbeitung 
des ganzen Dialysates von 100 ecm. Frauenmilch erhielt ich 
in einem Falle 0,02, im andern 0,023°/o Citronensiiure auf die 
verwendeten 100 g Milch berechnet. Wie eben erwiihnt, wurde 
die Citronensiiure zuerst von Henkel’) als normaler Bestand- 


1) A. Ascoli, Ueber die Plasminsaure. Zeitschrift fiir physiol. 
Chemie. Bd. XXVIII, Seite 430. 

2) H. Rose, Ueber die isomeren Modificationen des phosphor- 
sauren Pogg. A. 76. 1879. 

3) L. Liebermann,  Pfliiger’s Archiv. 47. 155—165. Ref. in 
Malys J. B. fiir 1891. 778. 

4) Landwirthsch. Versuchsstat., Bd. 35. Seite 18. 

5) Separatabdruck d. Gesellsch. f. Morphol. und Physiol. in Miinchen. 
Ref. Maly J. B. 1888—94. 

6) Landwirthsch. Versuchsstat., 39, 153. 

7) Molkereizeitung. 2, 259. Ref. Maly Jahr.-Bericht. 1888. ‘+. 
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theil der Kuhmilch nachgewiesen. Nach den spiteren Unter- 
suchungen von A. Scheibe ist sie auch ein constanter Be- 
standtheil der Frauenmilch. Nach seinen Bestimmungen ent- 
hilt die Kuhmilch zwischen 1,7 bis 2,0°/o0, die Frauenmilch 
0.54 bis 0,57°%'o0 Citronensiiure. 

Ich fand nun, dass, wenn zu 0,5- bis 8° oigen Milchzucker- 
jésungen Citronensiiure oder citronensaures Natron oder Kalk 
in der minimalen Menge, wie sie in der Milch vorhanden ist, 
zugesetzt wird, dann beim Erwiirmen mit 10°/oigem Ammoniak 
auf 60° der rothliche Farbenton einen mehr violetten Stich 
annimmt, iihnlich wie dies in der Frauenmilch bei der Umi- 
koffschen Reaction der Fall ist. Bei diesen kiinstlichen 
Mischungen von Milchzucker und Citronensiiure verblasst) die 
Farbe schon nach einigen Stunden, falls der Zuckergehalt 4°/o 
und mehr betrigt. Bei geringerem Zuckergehalte halt sich 
die Farbe tiber 2% Stunden. In den Milchdialysaten und in 
der Frauenmilch verblasst sie viel spiiter, manchmal erst am 
zweiten Tage. Ueber den Citronensiiuregehalt der Frauenmilch zu 
verschiedener Lactationszeit sind keine quantitativen Angaben 
vorhanden. Da mir hinreichend Frauenmilch von verschiedenen 
Lactationszeiten zur Verfiigung stand, so habe ich darin den 
Gehalt an Citronensiiure nach der Vorschrift von A. Scheibe,?) 
so wie auch alle iibrigen Bestandtheile quantitativ bestimmt 
und gebe in nachfolgender Tabelle die erhaltenen Zahlen. 

Der Gehalt an Eiweissstoffen wurde direkt durch Fillung 
der Milch mit Metaphosphorsiiure und indirekt aus dem Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt.?) Im Filtrate von der Metaphosphor- 


1) A. Scheibe, Landwirthschaftl. Versuchsstat. 39, 153. 

2) Das Filtrat von der Metaphosphorsiiure enthielt zwar noch Spuren 
einer durch Phosphorwolframsiure und auch durch Tannin fiillbaren Sub- 
stanz: auch sind die Zahlen fiir den Procentgehalt an Eiweiss durch Multi- 
plication des nach Kjeldaht! gefundenen Stickstoffs mit 6,37 ein wenig 
grosser als wie der direkt gefundene Procenteiweissgehalt. Der Genauig- 
keit halber habe ich nach der Fallung mit der Metaphosphorsiiure das Filtrat 
yom erhaltenen Niederschlage noch mit Phosphorwolframsiure gefiallt und 
in dem: jetzt erhaltenen Niederschlage den Stickstoff nach Kjeldahl be- 
stimmt. Diese Stickstoffmenge jedoch ist sehr gering. Auf Eiweiss um- 
gerechnet betragt sie nur 0,1 bis 0.17°/o Eiweiss. 
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Zeit nach In °%/0 In °/o In °%o In °/o [In 100g 
Trocken- | Eiweiss In %o In °Jo Umikoff’sche 
Nr. der sok direkt ; Milch- Asche 
Geburt Fett Cilronensiiure | Asche]: Reaction 
stand | bestimmt [Kjeldahl] 
1. 9 Tage 11,34 1,61 1,70 5,0 4,52 | 0,0385—0,05 0,25 | O13 | sehr schwach. 
2. 30 Tage 12,08 0.90 1.3 491 | 5.5 0,048 0,24 | O,14 | desgleichen. 
S. 31 Tage 12,0 0,96 1,22 5,1 5,6 0.036 —0,04 0,21 O15 | etwas stirker, 
4. 35 Tage 11,48 1,00 1,2 444 | 54d 0,024 0.18 | 0,13 | wie die vorige. 
61 Tage 10,81 0,69 0,869 458 | 4,65 0,026—0,04 0,153] 0,17 | etwas stiirker als die 
vorige. 
6. | 4 Monate u. 11,2 1,04 1,2 4.52 | 4,72 0,048 O24 | ziemlichstarke Reaction. 
16 Tage 
7. 16 Monate u. 11,5 0,79 0,98 5,5 5,0 0,066—0,045 | O139]7 0.24 | sehr stark. 
4 Tage 
& |6 Monate u. 12,19 0,77 O94 49 0.06 —0.04 0429] 0.21 | etwas schwicher als 
13 Tage die vorige. 
9, |7 Monate u. 10.6 1.16 i3 4.52 0,05 O119] | gleich wie die letzte. 
Tage 
10. 8 Monate 11,36 1,03 1,25 44 d.14 | 0.055 0.239] 0.23 | einwenig schwiicher als 
die letzte. 
11. 10 Monate 11.5 0.70 O88 4A‘ 592 0.07 O19 O2 | ziemlich stark. 
12. 11 Monate 12,4 0.70 0.95 4. 6.54 0.08 —0.05 O17 O12 | schwache Fiirbung. 
13. 12 Monate 12.01 0.90 O98 3,26 7.6 0.0% —O.045 0,2 O18 | ziemlichstarke Fiirbung. 
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siiurefiillung wurde die Citronensiéure und der Milchzucker 
nach Soxhlet mit der Modification von E. Pfeiffer bestimmt. 

Ein abgemessener Theil des Filtrates von der Eiweiss- 
fillung wurde nach entsprechender Verdiinnung tiber- 
schiissiger Fehlingscher Lésung erhitzt. Das abgeschiedene 
Kupferoxydul nach dem Trocknen durch Ammoniumnitrat in 
das Oxyd tibergefiihrt und als solches gewogen. 

Fett wurde in 10 cem. der Milch nach Bondzynski 
bestimmt. In einem anderen Theil der Milch wurde der 
Trockenrtickstand, Asche und darin der Eisengehalt ermittelt. 

Ausser den in der ersten Rubrik der Tabelle mitgetheil- 
ten Bestimmungen der Citronensiiure habe ich bei anderen 
Individuen nur Citronensiiure bestimmt und die erhaltenen 
Zahlen unter Citronensiiure in der zweiten Rubrik angefiihrt. 
Die Bemerkungen tiber die Umikoffsche Reaction beziehen sich 
nicht auf diese Zahlen. 

Ich habe vorgezogen, die minimalen Eisenmengen, die 
ich beim Veraschen von 20 ccm. Milch erhielt, nicht colori- 
metrisch, sondern gewichtsanalytisch zu bestimmen. Anfangs 
versuchte ich das Eisen colorimetrisch mit dem Ferrometer 
von A. Jolles zu bestimmen: ich erhielt aber in der gleichen 
Milch keine itibereinstimmenden Zahlen. In einigen Fiillen, 
hauptsiichlich im Anfang der Lactationsperiode, war die Asche 
nach Schmelzen mit Kaliumbisulfat auch nach Zusatz von 
Salzsiiure triibe; in anderen war die Niiance der Loésung 
verschieden von der Vergleichslésung des Rhodanammoniums. 
Sie hatte keine réthliche, sondern rein gelbe Firbung. Ich 
halte fiir solche minimale Eisenmenge die von G. Knorre') 
angegebene Fillung des Eisens als Ferrinitrosonaphtol fiir 
zweckmissiger und sind auch alle meine Bestimmungen nach 
dem Verfahren von G. Knorre ausgefiihrt worden. Die Milch- 
asche wurde in verdiinnter Salzsiiure gelist, mit NH, iiber- 
sattigt und auf dem Wasserbade erwirmt. Das nach einigen 
Stunden abgeschiedene Eisenoxydhydrat wurde abfiltrirt, aus- 


1) Berichte der deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XX, S. 283 und 
Zeitschr. fiir analytische Chemie, Bd. XXVIII, S. 234. 
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gewaschen und von Neuem in Salzsiure geldst. Aus der 
salzsauren Losung wurde dann das Eisen mit der essigsauren 
Losung des Nitroso-8-Naphtol gefillt und als Eisenoxyd gewogen. 

Beziiglich des Milchzuckers ergeben meine Bestimmungen 
den héchsten Procentgehalt in den letzten 10 bis 12 Monaten. 
Der Citronensiiuregehalt ist schwankend, zeigt aber die grossten 
Zahlen in dem 6. bis 11. Monate. 

Dass die Intensitiit der Umikoff’schen Firbung nicht 
proportional dem = Milchzucker ist, geht deutlich aus meinen 
Bestimmungen hervor. So ist in Nr. 2, 3 und 12 die Farben- 
reaction schwach, der Zuckergehalt verhiiltnissmiissig — stark. 
Auch geben die Dialysate, die ja nur 1—2°/o Milchzucker 
enthalten, die Reaction eben so gut wie die urspriingliche Milch 
mit 5—7°/o Zuckergehalt. Auch in dem Gehalt an Citronen- 
siiure und der Stiirke der Farbenintensitiit ist kein Parallelis- 
mus vorhanden. Moglicherweise ist der Eisengehalt der Milch 
fiir die Reaction der Milch von Bedeutung, zumal wie bekannt 
Kisenoxyd durch Citronensiiure in Losung gehalten wird. 

Ich habe zu 5°/oiger Milchzuckerlésung in verschiedenen 
Proben 0,5 °/00, 1°/oo, 2°/o0 und 4°/oo Citronensiiure, citronen- 
saures Natron resp. citronensauren Kalk zugesetzt. In zwei 
anderen Rohrchen mit 5°/o Milchzuckerl6sung und 0,5 °/oo resp. 
1°/oo Citronensiiure wurde die Luft durch Wasserstoff aus- 
getrieben. In zwei anderen wurde eine Spur Pepton Witte 
zugesetzt und daneben als Kontrolle 5°/oige Milchzuckerlésung 
aufgestellt. Alle Roéhrchen wurden zugleich auf 60° erwiirmt. 
Die Farbung trat in allen RoOhrchen etwas spiiter als wie in 
der Milch resp. Milchdialysaten ein — erst nach 30 bis 45”. —- 
Die Kontrollprobe mit Milchzucker allein hatte eine réthliche 
Fiarbung. Den stirksten violetten Stich zeigten die Réhrchen 
mit Peptonzusatz und die, die bei Luftausschluss erwiirmt 
wurden. In den Rohrehen, die bei Luftzutritt mit verschiedenem 
Citronensiiuregehalt erwiirmt wurden, war kein auffallender 
Unterschied bemerkbar. Die Farbung war in allen schwach 
violettrosa. 

Wie bekannt, geben die citronensauren Salze mit Chlor- 
calcium im Ueberschuss versetzt, einen Niederschlag von 
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citronensaurem Kalk, der in Kali oder Natron unlodslich ist, 
dagegen von Salmiaklésung leicht aufgenommen wird. Kocht 
man die LOsung mit Salmiak, so scheidet sich der citronen- 
saure Kalk in einer darin unléslichen Form ab, Sehon Umi- 
koff gibt an, dass nach Salmiakzusatz die Milch beim 
Erwiirmen mit Ammoniak die Reaction nicht mehr gibt. Die 
ammoniakhaltige und mit Chlorcalcium versetzte Losung der 
Citronensiiure gibt alsbald nach dem Erwiirmen einen Nieder- 
schlag von dem trimetallischen Calciumeitrat. Ich fand in 
der That, dass Milchdialysat, mit etwas Chlorcalcium versetzt, 
beim Erwiirmen mit Ammoniak die Umikoff’sche Reaction 
sehr abgeschwiicht zeigt. In dem verschiedenen Kalkgehalte 
der Milch ist wohl auch der Grund zu suchen, weshalb 
die Kuhmilch die Reaction nicht gibt. Wie G. Bunge!) ge- 
zeigt hat, enthiélt die Kuhmilch in 100 Gewichtstheilen der 
Trockensubstanz 1,51 CaO, wiihrend die Frauenmilch nur 
0.24 ¢ CaO, also 6 Mal weniger davon enthilt. Beim Erwiarmen 
der Kuhmilch mit Ammoniak wird die Citronensdure als Kalk- 
salz ausgefillt. Es wiire interessant, nach dieser Richtung hin 
die Milch von Omnivoren oder Fleischfressern wie z. B. vom 
Schwein oder Hiindin, zu untersuchen. Leider stand mir die 
Milch dieser Thiere nicht zu Gebote. Wie das Eisenoxyd, so 
wird auch das Calciumphosphat durch die Citronensiiure in 
Losung gehalten. Wird nach den Versuchen von L. Vaudin?) 
frische Milch bei durch Thonfilter filtrirt und dann das 
Filtrat erhitzt, so scheidet sich das Tricalciumphosphat aus, 
das sich beim Erkalten wieder lost. Nach Vaudin ist es die 
Citronensiiure, welche als Alkalisalz das Tricaleiumphosphat 
gelost hilt. Gelatindses Calciumphosphat, durch Fiillung einer 
verdiinnten Knochenaschelésung mit Ammoniak und Aus- 
waschen des Niederschlages erhalten, in Alkalicitrat gelist, 
verhalt sich bei Gegenwari von Lactose gegeniiber der Wiirme, 
der Filtration durch Thonzellen ete. wie das in der Milch in 


1) G. Bunge, Lehrbuch der physiolog. und patholog. Chemie, 
+. Auflage, 1898, S. 93. 


2) L. Vaudin, Ann. de l'Institut Pasteur, Bd. 8, S. 502 u. 856. 
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Losung gehaltene Calciumphosphat. Die Kuhmilch, die also 
6 Mal mehr Kalk als die Frauenmilch enthilt, enthalt nur 
1—3 Mal mehr Citronensiiure als die Frauenmilch. Beim Er- 
wiirmen der Kuhmilch mit Ammoniak wird alle Citronensiiure 
daraus als Calciumcitrat neben Calciumphosphat gefiillt. In 
der Frauenmilch diirfte bei dem = geringen Gehalte an Kalk 
ein Theil der Citronensiure in Losung bleiben resp. einige 
Metalle in Loésung halten. Die Dialysate der Kuhmilch  ent- 
halten jedenfalls weniger Kalk, da ein wesentlicher Theil davon 
bei dem Eiweiss als phosphorsaurer Kalk zuriickbleibt, wiihrend 
die Citronensiiure in das Dialysat tibergeht, und so erklirt sich 
die Thatsache, dass die Dialysate der Kuhmilch die Umikoff- 
sche Reaction geben, wiihrend die ganze Milch dies nicht thut. 

Auf Grund meiner Beobachtungen erachte ich, dass die 
Umikoff’sche Reaction nicht allein ein werthvolles Mittel ist, 
um in einfacher Weise in kiirzester Zeit Frauenmilch von 
der Milch der Kuh und anderer Pflanzenfresser zu unterscheiden, 
sondern es liisst sich damit die Frauenmilch in den ersten 
Lactationsmonaten von den spiiteren, vom 4. bis 8, Monate 
ab gerechnet, mit ziemlicher Sicherheit diagnosticiren. Voin 
8. Monate ab ist die Reaction nicht mehr gleichmassig, indem 
sie manchmal ganz stark, bei anderen Individuen nur schwach 
ausfiillt. 
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Zur Kenntniss der menschlichen Chylusflissigkeit. 
Von 
Dr. Theodor Panzer, Assistent. 


‘Aus dem Laboratorium fiir medicinische Chemie der Universitat in Wien.) 
(Der Redaction zugegangen am 10. Juni 1900.) 


Die Fille sind nicht hiiufig, in denen Chylusfliissigkeit 
vom Menschen zur chemischen Untersuchung gelangt. Aus 
der Litteratur war mir nur ein sicheres Beispiel dafiir zu- 
singlich, und zwar die Untersuchung des Secretes einer 
Chylusfistel am Oberschenkel durch Munk und Rosenstein.?) 
Der von Hensen?) ver6ffentlichte Fall einer Fistel am_ Prii- 
putium eines Knaben bietet keine sichere Gewiihr dafiir, dass 
es sich wirklich um Chylus gehandelt habe. 

Es diirfte daher nicht tiberfliissig sein, einige, wenn auch 
spirliche Daten mitzutheilen, welche die chemische Unter- 
suchung von direkt aus dem ductus thoracicus gewonnenem 
Chylus lieferte. 

Da die klinische Seite des Falles demnichst von be- 
rufener Seite gewiirdigt werden soll, so mégen hier nur einige 
kurze Angaben aus der Krankengeschichte folgen. Herr Pri- 
marius Dr. Schopf, Direktor des Kaiserin Elisabeth-Spitales 
in Wien, welcher die Giite hatte, mir die Chylusfliissigkeit zur 
Verfiigung zu stellen, theilt mir dariiber Folgendes mit: 

A. S., 49 Jahre alt, litt seit einem halben Jahre an einem Car- 
cinoma mammae. Bei der am 26. Januar 1900 vorgenommenen Operation 


wurde die linke Mamma sammt der die Rippen iiberlagernden Muskulatur 
entfernt und aus der Axilla Lymphdriisen und Fett ausgeréiumt. Die 


1) Du Bois-Reymonds Archiv. 1890. S. 376 und 581. 
2) Pfliigers Archiv, Bd. 10, S. 94. 
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kranken Driisen konnten entlang den grossen Gefiissen bis zur Clavicula 
verfolgt werden, und in der Tiefe der Supraclaviculargrube tastete man 
bei bimanueller Untersuchung von der Achselhéhle und vom Halse her 
ein festsitzendes Driisenpacket. Die Entfernung der unterhalb der Cla- 
vicula gelegenen Driisen gelang von der Axilla her, die Supraclavicular- 
driisen wurden mittelst eines dem Schliisselbeine parallel laufenden, 
1 cm. oberhalb desselben gelegenen Schnittes freigelegt und gleichfalls 
exstirpirt. Eine Verletzung des ductus thoracicus bei der Operation 
wurde nicht constatirt. 


Der erste Verbandwechsel wurde am 1. Februar vorgenommen. 
Die Operationswunde, die durch die Mammaexstirpation gesetzt worden 
war, ist per primam geheilt. In der Supraclaviculargrube hat sich eine 
fluctuirende Geschwulst gebildet. Durch eine Naht im dusseren Wund- 
winkel der oberhalb der Clavicula gelegenen Wunde sickert eine milchige 
Fliissigkeit. Nach Entfernung der Naht und Oeffnung der Wunde im 
iiusseren Wundwinkel entleert sich eine reichliche Menge von _ voll- 
kommen reinem Chylus. Von nun an zeigt sich tiglich der Verband 
von reichlicher Fliissigkeit durchtriinkt. In der ersten Zeit hatte die 
aus der Wunde hervorquellende Fliissigkeit eine reinweisse Farbe, vom 
5. Februar an wurde sie gelblich. Die Wundhodhle, in welcher die 
Miindung des ductus thoracicus zu sehen ist, granulirt lebhaft. 

Die Verluste an Fliissigkeit waren sehr gross, rascher Kriifte- 
verfall, am 14. Februar exitus letalis. 

Wiihrend des Spitalaufenthaltes genoss die Patientin taglich folgende 
Nahrung: Morgens Kaffee mit Milch, Mittags Suppe, ein halbes Huhn 
mit Compot, Nachmittags Kaffee mit Milch, Abends in der Regel nichts, 
manchmal Schinken, tagsiiber drei Semmeln. 


Von der Chylusfliissigkeit standen mir, da es die Rtick- 
sicht auf die Patientin nicht anders zuliess, nur geringe Mengen 
zur Verfiigung. Dieselben wurden nur wiihrend des Verband- 
wechsels in einem reinen Schiilchen aufgefangen, nachdem die 
Wunde ausgetupft worden war. Kurz nach der Entleerung 
gerann die Fliissigkeit zu einer diinnen Gallerte, welche nach 
leichtem Schiitteln wieder die frithere diinnfliissige Beschaflen- 
heit annahm. 

Die chemische Untersuchung der einzelnen Portionen gab 
folgende Resultate : 

I. Portion vom 4. Februar: 2157 g einer milchartigen, 
vollkommen farblosen Fliissigkeit von alkalischer Reaction. 
Dieselbe kliirt sich beim Schiitteln mit Aether nicht. Unter 
dem Mikroskope zeigen sich winzige Troépfchen, grissere, im 
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Innern granulirte blaschen und nur wenige Leukocyten und 
KiterkOrperchen. 
In 100 g Flissigkeit waren enthalten: 


Feste Stoffe ...... . 


Organische Substanzen . . . 8,91 > 
Anorganische Salze. ... . 0,80 > 
Coagulirbares Eiweiss. . . . 2,16 »2) 
Aetherlésliche Stoffe . . . . 6,59 »3) 


Die anorganischen Salze bestanden hauptsiichlich aus 
Chloriden, Sulfaten und Phosphaten von Kalium und Natrium. 

Die Eiweisskorper waren hauptsiichlich Albumine nebst 
Spuren von Globulinen, Albumosen, Peptone, Zucker und Lecithin 
wurden nicht aufgefunden, dagegen Spuren von Oxalsiiure. 

II. Portion vom 5. Februar: 10,03 g, wie Colostrum 
aussehend, leicht gelblich. Mikroskopischer Befund wie bei 
der I. Portion. 


100 g Fliissigkeit enthalten: 
Feste Stoffe ...... . 6,04 >» 
Organische Substanzen . . . 5,21 >» 
Anorganische Salze ... . . 0,83 

Die Anwesenheit von diastatischem Fermente 5) und von 


Seifen wurde nachgewiesen, Harnstoff und Harnsiiure *) fehlten. 


1) 1,6722 g Fliissigkeit gaben nach vorsichtigem Eintrocknen bei 
bis 110° gesteigerter Wirme 0,1624 g Riickstand und nach vorsichtigem 
Veraschen 0,0134 g Asche. 

2) 1,0347 g Fliissigkeit gaben nach dem Ansiiuren und Erwirmen 
auf 100° 0,0223 g trockenes, gereinigtes Coagulum. 

3) 3,0631 g Fliissigkeit mit reinem Seesand eingetrocknet, gaben 
nach mehrtiigiger Extraction, 0,2018 g trockenen Aetherextract. 

4) 1,0032 g Fliissigkeit gaben 0,0606 g Trockenriickstand und 
1.0083 Asche. 

5) Ein Theil der Fliissigkeit wurde mit Alkohol gefillt. Der 
Niederschlag wurde filtrirt, mit Alkohol gewaschen und in einem Rohre 
einem Strome von durch Baumwolle filtrirter Luft getrocknet, dann 
in einer sterilen Eprouvette mit Glycerin ausgezogen und der Glycerin- 
‘uszug unter aseptischen Caulelen mit frisch bereitetem, gepriift zucker- 
‘reiem Stirkekleister versetzt und auf 38° erwiirmt. Nach Stunde 
‘riolgte beim Kochen mit Fehling’scher Liésung deutliche Reduction. 

6) Nach Salkowsky-Ludwig darzustellen versucht. 
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II]. Portion vom 9. Februar: 30 g, leicht gelb, milchig, 
alkalisch, 
100 g Fliissigkeit enthielten: 


Organische Substanzen . . . 6,99 » 
Anorganische Salze..... 1,04 >» 


Zucker konnte nicht nachgewiesen werden. 

IV. Portion vom 13. Februar: 7,3 g, milchig, chamois- 
farben (durch Anwendung von Jodoformtannin auf die Wunde), 
alkalisch. 

100 g Fliissigkeit enthalten : 


Organische Substanzen . . . 4,53 
Anorganische Salze.... . 0,94 » 


Cholesterin und Neutralfett waren vorhanden, Lecithin, 
Milchsiture und Oxalsiiure wurden nicht aufgefunden. 

Es moége die einfache Mittheilung dieser Daten geniigen 
und nur auf die grossen Schwankungen, denen die Concentra- 
tion der Chylusfliissigkeit unterliegt, hingewiesen werden, welche 
auch schon von Munk und Rosenstein beobachtet wurden. 


1) 2.2640 g¢ Fliissigkeit gaben 0,1818 g Trockenriickstand und 


0,0236 g Asche. 
2) 0,9259 g Fliissigkeit gaben 0,0507 g Trockensubstanz und 


0,0088 g Asche. 
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Ueber die bei der Behandlung des Harnindicans mit Ferri- 
chloridsalzsdéure auftretenden rothbraunen Farbstoffe. 
Von 


Jac. Bouma. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaction zugegangen am 18. Juni 1900.) 


Gegen die von mir vertheidigte Meinung, dass bei der 
Indicanbestimmung nach Obermayer neben Indigoblau in 
wechselnder Menge auch Indigoroth und IJndigobraun gebildet 
werden,!) und dass also eine zuverliissige Bestimmung des im 
Harn vorhandenen Indoxyls nicht zu erreichen ist, wenn, wie 
von Wang gefordert wird, der Farbstoff vor der ‘Titration 
mit Chamiileon, mittelst Alkoholiitherwasser ausgewaschen 
wird, hat Wang Einspruch erhoben.?) Erstens halt dieser 
Forscher es fiir unwahrscheinlich, dass die rothbraunen An- 
theile zur Indigogruppe gehérig seien, und zweitens finden sich 
nach Wang im Chloroformextract des nach Obermayer 
behandelten Harns auch farblose Substanzen, welche Chamiileon 
reduciren. Es soll deshalb richtig und nothwendig sein, den 
Chloroformriickstand bei der quantitativen Bestimmung des 
Harnindicans in der angegebenen Weise zu reinigen. 

In meiner vorigen Mittheilung betonte ich, dass sowohl 
der braune und der rothe, als der blaue Bestandtheil des 
Chloroformriickstandes in Bezug auf Loslichkeit und auf spek- 
troskopisches Verhalten von den aus Pflanzenindican bereiteten 
Indigofarbstoffen nicht zu unterscheiden sind. Ich kann jetzt 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXII, S. 348. 
2) Ibid., Bd. XXVIII, S. 576. 
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hinzufiigen, dass ich auch die Sublimationstemperatur von aus 
Harn bereitetem Blau und Roth verglichen habe mit der Tem- 
peratur, bei welcher «reinstes» Indigoblau und Indigoroth, dic 
ich aus der Bayerschen Fabrik erhalten habe, sublimiren. 
Auch in dieser Hinsicht fand ich vollige Uebereinstimmung, 
In beiden Fillen war die Sublimationstemperatur fiir den blauen 
Farbstoff 220° C., fiir den rothen 190° C. Wenn aber auch 
zugegeben wird, dass bei der Behandlung nach Obermayer 
der Harn neben Indigoblau auch Indigoroth und Indigobraun 
liefert, so ist damit nicht gesagt, dass der Chloroformriickstand 
nicht noch andere Stoffe enthilt, welche das Chamiileon zu 
reduciren im Stande sind und bei der Titration einen un- 
berechenbaren Fehler veranlassen. Wenn es sich thatséichlich 
herausstellte, dass dies der Fall set und also Waschung mit 
Aetheralkoholwasser, wodurch auch das Roth und das Braun 
entfernt werden, der Titration vorausgehen muss, so wiire dev 
Werth der Bestimmung sehr geschmiilert. Denn es steht, wie 
ich unten noch an Beispielen zeigen werde, die Menge des 
gebildeten Indigoblau, bei Menschenharn wenigstens, keineswegs 
in einem constanten Verhiiltniss zu dem im Harn vorhandenen 
Indoxvl. Zur Priifung der Frage, ob der Chloroformrtickstand 
als ein) Gemenge verschiedener reducirender) Substanzen zu 
betrachten sei, habe ich untersucht, wie sich das Gewiclil 
desselben dem Reductionsvermoégen verhiilt. Besteht der 
Riickstand nur aus Indigo, so wird das Resultat der Wiigung 
mit demjenigen der Titrirung tibereinstimmen; liegt aber ein 
Gemenge verschiedener reducirender Stoffe vor, so wird dic 
Menge der verbrauchten ChamiileonlOsung den Gewichtsmengen 
des verwendeten Blau, Roth und Braun nicht proportional sein. 
Bevor ich meine hierauf Bezug habenden Befunde beschreibe, 
bemerke ich, dass ich den Harn vor der Behandlung mit dei 
Obermayerschen Reagens nicht, wie Wang es vorschreil't, 
mit neutralem Bleiacetat, sondern mit Bleiessig ausfiillte, und 
gwar so, dass auf je 100 cem. Harn 10 cem. der Sol. acct. 
plumb. bas. hinzugefiigt wurden. Auf diese Weise wird u. A. 
auch die Hippursiiure, welche von Wang als eine der Felhiler- 
quellen) genannt wird, entfernt. Ich fand dann auch 
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Reductionsvermogen des Chloroformriickstandes beim Gebrauch 
yon bleiessig kleiner als beim Gebrauch des Bleizuckers. 

So wurde von normalem Harn ein Theil mit neutralem, 
ein anderer Theil mit basischem Bleiacetat geféallt. Von beiden 
Filtraten wurden je 200 ccm. Harn entsprechende Mengen 
weiter verarbeitet. Der Chloroformriickstand der ersten Portion 
verbrauchte 5,8 cem., der Riickstand der mit Bleiessig be- 
handelten 5,38 der Chamiileonlisung. 

Viel schiirfer trat der Unterschied hervor beim Vor- 
handensein von Salicvlursiure im Harn, 

Herr Prof. Dr. Salkowski hatte die Freundlichkeit, Herrn 
Prof. Peketharing darauf aufmerksam zu machen, dass die 
Anwesenheit dieser Saure im Harn sehr stOrend wirkt ber der 
urspriinglich von Wang befolgten Methode. 

Als mir dies mitgetheilt wurde, untersuchte ich, ob nicht 
auch hier vielleicht der Gebrauch des neutralen Bleisalzes den 
Grund des Fehlers abgeben konnte. 

An zwei aufeinander folgenden Tagen gebrauchte ich je 
> ¢ Natriumsalicylat. Der Harn des zweiten Tages, welcher 
eine) starke gab, wurde gesammelt. Ein 
Theil desselben wurde mit BleizuckerlOsung, ein anderer Theil 
mit Bleiessig gefallt und weiter nach Obermayver behandelt. 
Sobald die Ferrichloridljsung hinzugetiigt wurde, zeigte das 
mit dem neutralen Bleiacetat behandelte Filtrat) eine starke 
Salicvlursiiurereaction, wiihrend die mit dem basischen Salz 
vefiillte Fliissigkeit keine Spur davon bemerken liess. Der 
Chloroformriickstand einer 200) cem. Harn entsprechenden 
Filtratmenge verbrauchte nach Féllung mit Bleizucker 6.7 ccm., 
hach Fillung mit Bleiessig 5.5 com. der Chamileonlosung. 
Dann modchte ich noch auf eine andere Fehlerquelle hinweisen. 
Wenn das Chloroform aus dem Scheidetrichter abgelassen wird, 
finden sich darin gewOhnlich zahlreiche sehr feine Harntropfchen, 
Wird dann das Chloroform sofort abgedampft, so ist der Riick- 
stand mit diesen Tropfchen, welche vielleicht reducirende 
bestandtheile enthalten, verunreinigt. Am besten ist es, das 
in eine Schaale aufgefangene Chloroform einige Zeit sich selbst 
tiberlassen. Die Harntrépfchen fliessen dann zu grésseren 
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zusammen und bleiben jetzt beim Abgiessen des Chloroforms 
an der Wand der Schaale haften. 

Schliesslich bemerke ich, dass ich den Chloroformriick- 
stand zur Entfernung  fliichtiger Bestandtheile (wie Phenol) 
vor der Behandlung mit Schwefelsiiure etwa zwei Stunden bei 
110° C. getrocknet habe.  Verfliichtigung des Indigo ist dabei 
nicht befiirchten, nachdem die fliichtigste Modification 
desselben, das Indigoroth, erst bei 190° die erste Spur von 
Sublimation zeigt. Aus dem in dieser Weise behandelten 
Riickstand konnte mit Wasser weder Farbstoff, noch irgend 
eine farblose reducirende Substanz ausgezogen werden. 

Ich werde jetzt einige Versuche anftihren, welche zur 
Beantwortung der Frage, ob der rothe und der braune Farb- 
stoff auch in dem Reductionsvermogen sich wie Indigo ver- 
halten, angestellt wurden. 

Aus einigen Litern Harn wurde das Indigo in der he- 
schriebenen Weise bereitet. Der getrocknete Riickstand wurde 
erst mit Aether, dann mit Alkohol ausgewaschen. Wie = ich 
friiher schon mitgetheilt habe, geht beim Abspiilen des Chloro- 
formriickstandes mit Aether nur das Roth in Loésung.  Zwar 
ist auch das Blau einigermassen in Aether ldslich: es wird 
aber durch das in Aether unlésliche braun, welches das blau 
bedeckt, vor dem Aether geschiitzt. Man muss sich dabei vor 
mechanischer Entfernung des hitten. So konnten die 
drei Farbstoffe gesondert erhalten, abgedampft, auf 110° 
erwiirmt (bis kein Gewichtsverlust mehr. stattfindet), gewogen, 
in Schwefelsiiure gelOst und mit Chamiileon  titrirt: werden. 

I. Aus 5 Liter Harn wurde erhalten: 


7.1 mg Roth verbraucht 29.9 cem. Chamiileon (11: 7,1 = 44,3 : 28,6) 
64 » Braun > 264» » (11:64 = 44.3: 25,8 
11.0 » Blau > 443 > 


I]. Aus + Liter Harn: 
17,4 mg Roth — Braun verbraucht 41,3 ecm. Chamileon (0.6 :17,4 = 19,5:39 
8.6» Blau > 19,35 » > 


HI. Aus 3.4 Liter Harn: 


11,1 mg Roth verbraucht 25.0 cem. Chamiileon (7: 11.1 = 15,7 : 24.9) 
» Braun > 14.2 >» > (7:5,4 = 15,7: 12,1 
7.7 Blau 15,7 » 
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IV. Aus 4 Liter Harn: 

12.0 mg Roth verbraucht 34,4 cem. Chamialeon (5.2: 12.8 = 13,1: 32.2) 
0.6 > Braun > 26,7» > (5,2: 0,6 = 13,1 : 21,6) 
5,2» Blau > 13,1 » > 

Die reducirende Kraft des Roth und Braun ist also, wie 
aus den eingeklammerten Zahlen ersichtlich, derjenigen des 
Blau ziemlich gleich. Selbstverstiindlich wurde in jedem Ver- 
such mit derselben ChamiileonlOsung titrirt. 

Die Uebereinstimmung ist nicht vollkommen, dennoch, 
wie mir scheint, befriedigend. Der Farbenwechsel beim Titriren 
ist nicht so scharf, dass man jedesmal sicher sein kann, die 
(rrenze ganz genau festgestellt zu haben. Am Ende hat die 
Fliissigkeit die gelbliche Farbe des Isatin, und es ist. oft 
schwer zu entscheiden, ob eine Spur des blauen oder des 
braunen Farbstoffs dabei noch vorhanden ist. Mir war es am 
leichtesten, beim Roth die Endreaction festzustellen. Sind alle 
drei Farbstoffe zusammen, so hat man nur das Roth, welches 
nach dem Blau und dem Braun von Chamiileon angegriffen 
wird, zu beriicksichtigen. 

bei der Titrirung von «reinstem», aus der Bayer’schen 
Fabrik erhaltenen Indigoblau und Indigoroth fand ich ebenso- 
wenlg vollige Uebereinstimmung. 

Versuch: 

S0.9 ing Blau verbraucht 86.9 ecm. Chamileon (30,5: 11.4 = 86,9 : 32,5) 
11.4 » Roth » 30.6 » > 

Zwar wurde hier das Reductionsvermégen des Roth, im 
Verhaltniss zu demjenigen des Blau, ein wenig zu schwach 
gefunden, wihrend beim Harnindigo eben das Gegentheil der 
Fall war. Das kann aber eine Zufiilligkeit sein. Beim Arbeiten 
init so verdiinnten Lésungen, wie es hier geboten ist, diirfen 
die gefundenen Unterschiedeé wohl als innerhalb der Fehler- 
grenzen gelegen zu betrachten sein. 

Der rothe und der braune Farbstoff, welche bei der 
(xydation des Harns mittelst Ferrichlorid entstehen, stimmen 
wiso in allen Hinsichten, so weit das bis jetzt zu untersuchen 
inoglich war, mit Indigo tiberein und sind also, meiner An- 
sicht nach, ebensogut wie das Indigoblau als Oxydations- 
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produkte des Indoxyls zu betrachten. Die drei Modificationen 
werden aber, wie ich friiher schon bemerkt habe, und wie 
aus den vorangehenden Zahlen hervorgeht, in meinen Versuchen 
gar nicht in einem festen gegenseitigen Verhiiltniss gebildet, 
Wang fiihrt dagegen an, er habe bei verschiedenen Portionen 
desselben Harns ziemlich constante Zahlen fiir das Indigoblau 
erhalten (nach Auswaschen mit Aetheralkoholwasser).!) Diese 
Zahlen beziehen sich aber auf denselben Harn, der in der- 
selben Weise, nur in verschiedenen Mengen, behandelt wurde. 
Ich muss aber daran festhalten, dass die Art der Behandlung 
bei demselben Harn und die Art des Harns bei derselben 
Behandlung auf die relativen Mengen der aus dem Indoxy! 
entstehenden Farbstoffe Einfluss hat. In meiner vorigen Mit- 
theilung habe ich angegeben, dass schon Erhitzen der Chloro- 
forml6sung Indigoblau theilweise in) Indigoroth unmwandeln 
werde, Ich muss Wang zugeben, dass ich mich in dieser 
Angabe geirrt habe. Beim = Nachprtifen mit reinem, aus der 
Baverschen Fabrik erhaltenem Indigoblaun habe ich diese 
Angabe nicht bestiitigt gefunden, 

Dass aber die Temperatur, bei welcher die Oxydation 
stattfindet, von Einfluss ist, daran muss ich entschieden test- 
halten. Wang sucht meine frither mitgetheilten hieraut 
beziiglichen Befunde durch die Bemerkung zu erkliiren, 
daber die zwischen dem Anfang der Reaction und dem Aus- 
schiitteln. mit Chloroform verlaufende Zeit viel grésser war bel 
den bei niedriger Temperatur, als bei den bei 45° C. angestellten 
Versuchen.?) Dass diese Erkliirung nicht zutrifft, geht aus 
dem folgenden Versuch hervor. 750 cem. Filtrat) von mil 
Bleiessig behandeltem Harn wurden in 3 gleiche Theile ver- 
theilt. Portion | wurde auf 0° C. abgekiihlt und mit 250 ccm 
ebenfalls auf 0° C. abgekiihltem Obermaverschem Reagen= 
vermischt. Portion I] wurde bei 17° C., Portion I bei 45° ©. 
mit derselben Menge Reagens von gleicher Temperatur 
das Harnfiltrat vermischt. In stieg die Temperatur bis aul 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 579. 
2) l, ce. S. 581. 
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#2 C., in Il bis auf 22° C. und in Ill bis auf 54° CC. Jede 
Portion wurde genau 15 Minuten nach dem Zusatz des Reagens 
mit Chloroform ausgeschiittelt. Das Ausschiitteln wurde noch 
zweimal mit neuem Chloroform wiederholt.  Fiir drei 
Portionen wurden gleiche Mengen Chloroform verwendet. 
Ich fand jetzt, nach Lésung des mit Aetheralkoholwasser aus- 
gewaschenen und erhitzten Chloroformriickstandes in Schwefel- 
siiure, mittelst Titration in Portion IT 0,6, in) Portion Il 1,4 
und in Portion Il 2,7 mg Indigoblau. 

Uebrigens habe ich die Angabe Wang's, nach welcher 
das Stehen der Harnsalzsiiuremischung durch kiirzere oder 
liingere Zeit von der Chloroformextraction einen Verlust an 
Indigo bedingt,!) in meinen Versuchen nicht bestiitigt gefunden. 

Sechs Portionen desselben Filtrats von mit Bleiessig 
behandeltem Harn, jede zu 250 cem., wurden mit dem gleichen 
Volumen des Obermaverschen Reagens bei Zimmertemperatur 
versetzt und nach verschiedener Zeit mit gleichen Mengen 
Chloroform extrahirt. Die Chloroformriickstiinde wurden mit 
Aetheralkoholwasser gewaschen, bei 116° C. erhitzt und in 
schwetelsiiure gelést. Das gebildete Indigoblau wurde mittelst 
Titration bestimmt. Das Ergebniss war: 


I. Sogleich extrahirt 0.3 meg Indigoblau 
I]. nach 15 Min. 1.1 > 
Ill. 30 » 1.5 
IV. Stunde” » 1.6 

V.  » 2 Stunden » 1.6 » > 
VI. » 4 1,6 » 


Portion | wurde nach 1 Stunde nochmals mit Chloroform 
ausgeschiittelt. und lieferte dann noch mg Indigoblau. 
Wang erhielt die gréssten Mengen Indigoblau, wenn er sogleich 
extrahirte.?)  Meiner Erfahrung nach ist es also besten, 
nach dem Zusatz der Eisenchlorid enthaltenden Salzsiiure 
wenlgstens eine halbe Stunde zu warten, bevor die Extraction 
init Chloroform vorgenommen wird. 

lin Allgemeinen wird bei der Behandlung des Harns mit 


1) 1. c. S. 
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Ferrichloridsalzsiiure bei Zimmertemperatur eine sehr deutlich 
wahrnehmbare Menge Indigoblau gebildet.  bisweilen aber 
findet sich Harn, welcher in dieser Weise kein oder nahezu 
kein Indigoblau liefert, so dass die Anwendung der Wang schen 
Methode auf beinahe vollige Abwesenheit von Indoxyl schliessen 
lassen wiirde. Solchen Harn habe ich éfters unter den Hiinden 
gehabt. In den meisten Fiillen stammte derselbe von an 
Chlorose leidenden Midchen, welche Symptome der besserung 
zeigten. beim Ausschiitteln wird dann das Chloroform roth. 
Dass man in solchen Fiillen fehl gehen wiirde, wenn man 
daraus schliessen wollte, der Harn sei sehr arm an Indican, 
geht aus folgendem Beispiel hervor, Mir wurde Harn zur 
Untersuchung gegeben mit der Mittheilung, dass darin kein 
Indican nachzuweisen sei. Das Chloroform zeigte nach dem 
Ausschiitteln eine rothe Farbe, ohne merkbare Beimischung 
von Blau. 

Zwei Portionen von je 250 ccm. wurden jetzt in der 
gewoOhnlichen Weise behandelt, | bei Zimmertemperatur, II bei 
45" CC. Das Chloroformextract von I war roth, der Auszug 
von Il violett. Die Chloroformriickstiinde wurden mit Aether- 
alkoholwasser ausgezogen. Von Portion | hinterblieb in der 
Porcellanschaale eine kam bemerkbare Spur: von Portion I! 
hingegen ein rein’ blauer Belag, welcher in) Schwefelsiure 
gelOst als Indigoblau titrirt werden konnte. Bei Beriicksichtigung 
des gesammten Chloroformriickstandes  stellte es sich heraus. 
dass aus dem in 2% Stunden ausgeschiedenen Harn, welcher 
Anfangs fiir so gut wie indoxylfrei erkliirt worden war, 4,4 mg 
Indigo erhalten wurde. Wie ich glaube, liefern solche Fille 
den iiberzeugenden Beweis, dass es unrichtig ist, nur das aus 
dem Harn gebildete Indigoblau fiir die Bestimmung des Indicans 
zu verwenden. Von der Temperatur, bei welcher die Oxydation 
stattfindet, hiingt es ab, ob eine bestimmbare Menge oder nur 
sich der Bestimmung entziehende Spuren von Indigoblau 
entstehen. 

Selbstverstiindlich muss ich die Moglichkeit offen lassen, 
dass es in gewissen Fiillen nicht gelingen wird, die aus Harn 
bereiteten Indigofarbstoffe yollig yon anderen reducirenden 
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Beimischungen zu trennen. Es scheint mir aber aus dem 
Vorangehenden geschlossen werden zu diirfen, dass fiir ge- 
wohnlich die Reinigung durch Fiillung des Harns mit Bleiessig 
und Erhitzen des Chloroformriickstandes auf 110° C. wenigstens 
fiir praktische Zwecke hinreichend ist. Dass das in Aether 
lisliche Roth und das in Alkohol und in verdiinntem Alkali 
losliche Braun Indigofarbstoffe sind, glaube ich nicht nur dieser 
Loslichkeitsverhiltnisse wegen annehmen zu diirfen, sondern 
auch wegen des spektroskopischen Verhaltens des Reductions- 
vermogens, ferner weil man es in der Hand hat, durch 
Aenderung der Temperatur die blaue Modification statt der 
rothen in den Vordergrund treten zu lassen. 


Ueber das durch Pepsin-Salzsdure aus Oxyhamoglobin 
entstehende Hamatin und Hamochromogen. 


Von 


Dr. Rieh. v. Zeynek. 


Mit einer Abbildung. 
(Aus dem Laboratorium fiir medic. Chemie in Wien.) 
(Der Redaction zugegangen am 18. Juni 1900.) 


Aus den nicht unbetriichtlich von einander differirenden 
Analysenergebnissen mancher nach verschiedenen Methoden 
dargestellten Hiimatine scheint hervorzugehen, dass die Zer- 
reissung des grossen Hiimoglobinmolekiils unter Abspaltung 
des eisenhaltigen Farbcomplexes nicht immer an der gleichen 
Stelle erfolgt. Neben den Analysendifferenzen zeigen auch 
manche Hiimatine in Bezug auf ihre Loslichkeitsverhaltnisse 
Verschiedenheiten. — Auffallend erscheint, dass eine nahe- 
liegende Methode zur Abspaltung des Hiimatins aus dem blut- 
farbstoff bisher noch nicht verwendet worden ist, die Ablésung 
des Farbeomplexes durch Verdauung. 

Dass im Magen aus dem Blutfarbstoff Hiimatin entsteht, 
ist lange bekannt. Mehr jedoch als die Notirung dieser Be- 
obachtung war mir in der chemischen Litteratur nicht auffind- 
bar. Sollte es gelingen, durch die Pepsinverdauung aus Blut- 
farbstoff Hiimatin darzustellen, so hiitte diese Darstellungsart 
fiir sich, mit den mildesten Mitteln, einer Siitureconcentration, 
die das Hiimatineisen sicher intact lisst, bei relativ niederer 
Temperatur und doch unter gleichzeitiger, weitgehender Zer- 
stirung des Eiweisscomplexes die Loslisung des Hiimatins zu 
bewirken; andererseits diirfte die Verfolgung dieses Processes von 
physiologischem Interesse sein. Ich habe mich mit dem Studium 


der Verdauung des Blutfarbstoffs vorerst in der Vorstellung befasst, 
es werde dadurch, dass die vollstiindige Lostrennung des Himatins 
erst erfolgen diirfle, wenn schon die Eiweisscomponente des blut- 
farbstoffes weitgehend zerstort ist, ein mOglichst kleines Hamatin- 
molekiil erhalten werden. Unter den Versuchsbedingungen, welche 
ich eingehalten habe, scheint jedoch die Wirkung der Salzsiiure 
rascher einzutreten, als dieser vorgefassten Meinung entsprach. 

Der Verdauung wurden Lésungen von Oxyhimoglobin- 
krystallen aus Pferdeblut unterworfen. Sie waren aus einem 
BlutkOrperchenbrei im Beginne der Fiiulniss desselben dar- 
gestellt worden und wurden einmal umkrystallisirt. Die Con- 
centration der Oxyhiimoglobinlésungen betrug etwa 5°/o. Die 
klaren Losungen wurden mit Sauerstoff gesattigt, hierauf mit 
so viel Salzsiiure versetzt, dass der Salzsiiuregehalt 0,2—0,3°/o 
betrug: dann wurden sie mit einer Auflésung eines gut wirken- 
den Pepsinpriiparates in 0,4°/oiger Salzsiiure versetzt und bei 
38—40° mehrere Tage sich tiberlassen. Die urspriinglich diinn- 
fliissigen Blutfarbstofflsungen werden bald gallertig dickfliissig; 
bei mikroskopischer betrachtung sieht man hellbraune Schollen, 
daneben kleine schwarze Korner. Nach einiger Zeit wird die 
zersetzte blutfarbstoffldsung wiederum diinnfliissig. Als keine 
Consistenziinderung mehr eintrat, wurde die Fliissigkeit mit 
Salzsiiure stark verdiinnt. Es setzte sich nun ein 
brauner Niederschlag zu Boden. Die tiber dem Niederschlag 
befindliche Fliissigkeit ist braun gefarbt, sie enthalt nur sehr 
geringe, durch Ferroeyankalium nachweisbare Spuren von Eisen. 
Mit Ammoniak und Hydrazinhydrat farbt sie sich kirschroth 
und zeigt ein hiimochromogenartiges Spectrum. Der Bodensatz 
ist nun ein feiner brauner Schlamm von Himatin, dem wenig 
grosse hellgelbe Schollen beigemengt sind. Um diese zu losen, 
wurde der Hiimatinschlamra mit 1°/oiger Salzsiure verriihrt, 
eine Abspaltung von Eisen, durch Ferrocyankalium nachweis- 
bar, erfolgt dadurch nicht.!) Nachdem bei mikroskopischer 
Untersuchung dem Schlamme keine Schollen mehr beigemengt 
getunden wurden, wurde der Schlamm durch Decantation mit 


1) Vergl. Kiister, Diese Zeitschr., Bd. XXIX, S. 190. 
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Wasser gut gewaschen, bis das Waschwasser neutral reagirte 
und ungefirbt blieb, hierauf auf einem Filter gesammelt. 

Das so erhaltene Himatin lost sich wenig in Weingeist, 
leicht in verdiinnten Alkalien. Die Lésungen haben das typische 
Aussehen von Hiimatinlésungen, auf Zusatz von Hydrazinhydrat 
wird das Hiimochromogenspectrum sehr schén erhalten. Da 
das Hiimatinpulver durch sein wenig charakteristisches mikro- 
skopisches Aussehen nicht geniigende Sicherheit gibt, eine 
analysenreine Substanz zu sein, habe ich zur mdglichsten 
Garantie der Reinheit versucht, aus diesem Hiimatin Hiéimin- 
krystalle behufs Ausfiihrung von Elementaranalysen herzustellen. 

Als ein sehr brauchbares Verfahren erwies sich, den noch 
feuchten Schlamm in Aceton zu suspendiren und kleinen 
Antheilen gewohnliche Salzsiiure zuzusetzen, etwas mehr, als 
zur Himinbildung nothwendig ist. Es wurden fiir 1 g Hiimatin 
ca. 0,06 —0,08 g Chlorwasserstoff verwendet. Rasch nach dem 
Salzsiiurezusatz gehen die Hiimatinkorner in Losung, die Fliissig- 
keit erwirmt sich dabei in geringem Maasse; nach kurzer Zeit 
beginnt die Ausscheidung von priichtigen mikroskopischen 
Hiiminkrystallen, welche nach einigen Stunden beendet zu sein 
scheint. Die von den Krystallen abgegossene braune Fliissig- 
keit liisst nach dem Verdiinnen mit Wasser noch Krystalle 
ausfallen, letztere waren aber niemals besonders schon aus- 
gebildet. In der Acetonlésung konnte, wie mehrmals gepriift 
wurde, durch Ferrocyankalium kein Eisen nachgewiesen werden. 

Die ersterwiihnten Krystalle sind durchweg sehr schon 
ausgebildet, niemals verzerrt. Es finden sich Einzelindividuen, 
etwa von der Form der Krystalle des Doppelspats, ferner 
Drusen von sternformig gruppirten Nadeln. Obwohl keine 
makroskopischen Individuen zu erhalten waren, schien mir 
eine modglichst genaue krystallographische Untersuchung der 
Krystalle wiinschenswerth. Fiir die Ausfiihrung derselben bin 
ich meinem Freund, Herrn Prof. Dr. A. Pelikan, zu besonderem 
Danke verpflichtet. 

Man sieht im Mikroskope séulenformige Krystalle mit 
schiefem Ende, iihnlich wie dies bei den Gypskrystillchen der 
Fall ist. Eine goniometrische Behandlung ist unmdglich, da 


( 
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die Dimensionen zu gering sind. Die Dicke der Siiulchen be- 
triigt ca. 0,01 mm., die Liinge das Vier- bis Sechsfache dieses 
Werthes. Derartige Formen kénnen triklin, monoklin, selbst 
rhomboedrisch sein. Das letztere scheint das wenigst Wahr- 
scheinliche, da man ab und zu Fliichen in der Anordnung 
I . wahrnimmt, wie sie in der Figur angedeutet 

ist. Der Winkel w betriigt (natiirlich gemessen 
S I in der Ebene des Tisches) ca. 63°. Die eine 
Auslischungsrichtung bildet mit mit @ einen 
Winkel von ca. 44—45°, die andere II, senk- 
recht zur ersten, theilt den stumpfen Winkel in 
NN zwel Theile mit 71 bezw. 46°. Schwingungs- 

\ richtung I ist Axe der kleineren, II ist Axe 
der grdsseren Elasticitiét. Lichtschwingungen nach sind 
dunkelbraun, fast schwarz, wenn die Siéulchen etwas dicker 
werden, solche nach Il gelb. — 

Der Dichroismus dieser Krystalle ist im Mikroskope an 
jedem Krystalle schén zu beobachten, wenn die Krystalle auf 
dem Objecttriiger bewegt werden; den gleichen Farbenunter- 
schied habe ich auch bei Hiiminkrystallen gesehen, die nach 
Schalfejew dargestellt waren, ohne aber bei einem und dem- 
<elben Krystall den Farbenwechsel verfolgen zu konnen. 

Die beschriebene typische Krystallisation gelang nicht 
immer; hie und da wurden auch beim Verdauungshamin kleine 
wirfelformige Krystillchen erhalten (ihnlich wie Cloetta') 
sie beschreibt). Es schien mir, dass ein zu rascher Zusatz von 
Salzsiiure zur Acetonaufschwemmung des Himatinschlammes 
cine derartige Hiiminausscheidung bewirkt. 

Zu den im Folgenden beschriebenen Versuchen sind nur 
die schén ausgebildeten Krystalle verwendet worden, die von der 
Mutterlauge getrennt und reichlich mit Wasser gewaschen waren. 

Bei der Elementaranalyse der bei 110—120 ° getrockneten 
\rystalle wurden folgende Werthe erhalten: 


' 0.1995 g Substanz gaben 0,4457 g Kohlensiure, 0,0960 g Wasser, 
entsprechend 60,93°/o Kohlenstoff und 5,35°/o Wasserstoff, 


1) Arch. f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. 36, S, 352. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 3 
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01565 g Substanz gaben 0.3482 Kohlensiiure, 0.0739 Wasser, 
entsprechend 60,68° 0 Kohlenstoff, 5.25°/o Wasserstoff. 

01453 g Substanz, gut mit feinkérnigem Kupferoxyd gemischt, gaben 
nach Dumas 14,2 cem. Stickstoff bei 20,2° und 749 mm. Quecksilber- 
druck, entsprechend 11,27°/o Stickstoff. 

0.1355 g Substanz gaben, ebenfalls nach Dumas, 13,7 ccm. Gas be) 
21,89 und 746.5 mm. Quecksilberdruck, entsprechend 11.55°/0 Stickstoff. 

0.8220 g Substanz, mit 4 g chlorfreilem kohlensauren Natronkali 
und 1 g in kleinen Antheilen zugefiigtem reinen Salpeter geschmolzen, 
gaben 0.1006 g Eisenoxyd, bei der Chlorbestimmung 0.1587 g Chlorsilber 
und 0.0028 g metall. Silber, entsprechend 857°. Eisen und 4,88 °/o Chior. 

0.4194 g Substanz gaben, ebenso behandelt, 0.0490 g Eisenoxyd. 
0.0869 g Chlorsilber, 0.0031 g metall. silber, in Procenten: 818° 0 Eisen, 
5,37 °/o Chior. 

0,21 ¢ Substanz, mit Soda und Salpeter geschmolzen, gaben eine 
Schmelze, welche nach dem Lisen in Wasser und folgendem Ansiiuern 
mit Salzsiiure auf Chlorbarvumzusatz vollkommen_ klar blieb. 

Das aus etwa 0.54 g Substanz durch Glithen erhaltene Eisenoxy: 
war vollkommen frei von Phosphorsiiure. 


Die Analysenwerthe entsprechen etwa  ciner Forme’ 


C,,H,,N,FeClO,. Diese verlangt 61,12°/0 Kohlenstoff, 5,09°) 
Wasserstoff, 10,49°/0 Stickstoff, 8,39° Eisen, 5,32°%/o Chlor, 
9.590 Sauerstolf, | 
Gefunden Berechnet | 
C 60,93 60,68 61,12 
H 5,35 5,28 D,09 
N 11.27 11,55 10.49 
Fe 857 8,18 8.39 
Cl 488) 537 5,32 
9.59 
Ks sind demnach hier Himinkrystalle erhalten worden. 

welche dem Hiimin Hoppe-Seyler’s wie Moérner’s iihnlich li 

zusammengestellt sind, mit Ausnahme des hoheren Sticksto!!- 
gehalts, welcher einem Plus an einem Stickstoffatom im Molekiil : In 
entspricht. In welcher Gruppe dieses Stickstoffatom in dem x 
neuen Hiimin enthalten ist, liisst) sich vor der Hand nicht er 
sagen, da die Differenzen in der Zahl der Wasserstoffatome Ni 
durch die Elementaranalyse nicht geniigend zum = Ausdruck Hi 
kommen. Dass der hihere Stickstoffgehalt von Verunreini- 

gungen herriihre, dagegen spricht das gleichmiissige Aussechen 
W 


der Krystalle, die Abwesenheit von Schwefel und von Phosphor 
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Die Krystalle lésen sich in siedendem Chloroform § sehr 
wenig, in Aether fast gar nicht, etwas leichter in Essigsiiure- 
anhydrid, besser loslich, aber noch immer schwer, sind sie in 
kochendem Weingeist. In keiner dieser LOsungen ist’ auch 
nur eine Spur des Himatoporphyrinspectrums wahrzunehmen. 
Zum Vergleiche verwendetes Hiimin, das im Tiibinger Institute 
fiir physiologische Chemie aus Pferdeblut nach Schalfejew 
hergestellt war, loste sich in Essigsiiureanhydrid etwas weniger 
auf, verhielt sich sonst gegen die aufgezihlten Losungsmittel 
analog. Bei der Destillation der lufttrocknen Krystalle im 
\Wasserdampfstrom konnte kein Aceton im Destillate nach- 
ceewiesen werden; der Destillirriickstand reagirte neutral. 
Durch Kochen mit Laugen wurde eine geringe Menge Ammoniak 
mit Nessler’s Reagens nachweisbar) abgespalten. 

Wie schon erwiihnt, gelang nicht immer die typische 
Krvstallisation, hier und da wurden kleine wiirfelfOrmige 
schwarze Krystalle erhalten. Aus Hiimatin, welches aus Hamin 
nach Schalfejew hergestellt war, konnte ich bisher auch 
keine schénen Héminkrystalle mittelst Aceton und Salzsiure 
erstellen. Neben wenig kleinen Nadeln wurden schwarzbraune 
Kornchen erhalten, deren Form fiir Hiimin nicht charakteristisch 
war. Wihrend Hiimin, nach Schalfejew dargestellt, in Aceton 
und Salzsiiure nur sehr wenig lodslich ist, lost sich das aus 
diesem Hiimin dargestellte Hiimatin reichlich in der Combi- 
nation der beiden Reagentien zu einer intensiv rothbraunen 
lliissigkeit. 

Bei Versuchen, durch Trypsinverdauung Himatin zu er- 
alten, habe ich kein Resultat erreicht. — 

Durch Lésen der Hiiminkrystalle mit verdiinnter Lauge 
in einer StOpselflasche und Fiillen der Lésung mit verdiinnter 
Schwefelsiiture wird ein sehr voluminéser Hiimatinniederschlag 
erhalten ; derselbe wurde mit heissem Wasser gut gewaschen. 
Nach seinem Aussehen ist dieser Niederschlag nicht von dem 
Hiimatinniederschlag anderer Darstellungsmethoden zu unter- 
scheiden. 

Die Analysen der reinen Substanz gaben folgende 
Verthe: 


| 
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01756 g Substanz gaben 0,4009 g Kohlensiure, 0,0868 g Wasser, 
entsprechend 62,24°/0 Kohlenstoff, 5.49°/o Wasserstoff. 

0.3045 g Substanz gaben 29,3 cem. Gas bei 15,0° C. und 748.5 mm. 
Quecksilberdruck, entsprechend 11,28 °/o Stickstoff. 

0.4823 g Substanz gaben 0,0574 g Eisenoxyd, entsprechenid 
8,33°/o Eisen. 


Berechnet fiir Gefunden 
C,,H,,N,FeO, 

C 62,87 62.24 
H 5,39 
N 10.79 11,28 
Fe 8,63 8,33 
O 12,33 


Das so dargestellte Hiimatin lést sich nicht in Aether, 
sehr wenig in Chloroform, etwas mehr in Weingeist; etwas | 
besser list es sich, als in den vorgenannten Lésungsmitteln, 
in Kssigsiiureanhydrid, bedeutend mehr lést Pyridin. 

Aus diesem Hiimatin habe ich in analoger Weise, wie 
diese Zeitschrift, Band XXV, Seite 494 ff., beschrieben, Hiimo- 
chromogenammonium hergestellt.. Das Aussehen des Produktes 
ist das gleiche wie bei dem damals_ beschriebenen Hiimo- 


chromogenammonium aus Schalfejew’s Hiimin, feucht von n 
der Farbe des rothen Phosphors, braunroth nach dem Trock- g 
nen bei 130°. 
Bei der Analyse dieses Produktes wurden die folgenden M 
Werthe erhalten: IC 
0.2556 g Substanz gaben 0,0308 g Eisenoxyd, 0,5847 g Kohlen- he 
siiure, 0,1242 g Wasser; in Procenten 62,39 °/o Kohlenstoff, 5,40 °/o Wasser- dé 
stoff, 8,44°/o Eisen. hu 
0.1985 g Substanz gaben 0,0252 g Eisenoxyd, 0,4535 g Kohlensiure, we 
0,1011 g Wasser; in Procenten 62,32 Kohlenstoff, 5,66°/o Wasserstot!, pre 
8,870 Kisen. 
0.3037 g Substanz gaben nach Dumas 34,8 ccm. Gas bei 14, e 
und 737.5 mm. Quecksilberdruck, entsprechend 13,29°'o Stickstoff. Ul. 
Es liegt daher hier wie damals die Hamochromogen- tii 
ammoniumverbindung vor. ila 
Wenn die fiir unser neues Hiimatin angenommene Forme! 
wel 


als giiltig betrachtet wird, so miisste diesem Haimochromogen- 
ammonium unter der Annahme, dass ein Sauerstoffatom aus 
einem Molekiil Himatin austritt, die Formel (a) C,,H,.N,Fe9, 
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zukommen; unter der Annahme, dass bei der Hiimochromogen- 
hildung zwei Hiimatinmolekiile unter Verlust eines Sauerstoff- 
atoms zusammentreten, wiirde die Formel (b) C,,H;,N,.Fe,0, 
resultiren. In Procenten berechnen sich 


Formel (a) Formei (b) Gefunden 
C 62,77 62,01 62,39 62,32 
H = 5,85 5,77 5,40 5,66 
N 12,92 12,77 — 13,29 
Fe 8,61 8,51 8 44 8,87 
QO 9,85 10,94 


Leider ist auch hier eine definitive Entscheidung nicht 
mit aller Schiirfe méglich, obwohl die Werthe etwas besser 
zu Formel (a) als zu Formel (b) stimmen. Zu einer ganz 
pricisen Beantwortung der Frage iiber den Sauerstoffverlust 
des Hiimatins bei der Hiamochromogenbildung wird zweck- 
miissig ein anderer Weg als die Elementaranalyse gewihlt 
werden miissen. 

Ich habe versucht, ob durch Elektrolyse alkalischer Hiimatin- 
losungen Hiimochromogen gebildet werden kann; es ist mir 
dies bei Verwendung einer Klemmenspannung von 4—10 Volt 
niemals gelungen, ebensowenig wird dabei Hiimatinporphyrin 
gebildet. Unter Abscheidung von Eisenhydroxyd tritt schliess- 
lich stets eine vollstindige Entfiirbung der HiimatinlOsung ein. 
Mit der Untersuchung der dabei entstehenden Produkte bin 
ich beschiiftigt. Bis zu dieser Entfirbung kann man an einer 
herausgenommenen Probe immer noch Hiimatin beobachten, 
das mit Hydrazinhydrat die charakteristische Spectralerschei- 
nung des Hamochromogens gibt. Es scheint der Erwiihnung 
werth zu sein, dass Substanzen, die man als Zersetzungs- 
produkte des Hiamatins ansprechen darf, bei ziemlich starken 
heagentienwirkungen, z. B. nach liingerem Kochen mit Laugen 
u. dgl., immer noch mit Hydrazinhydrat das charakteristische 
Hiimochromogenspectrum geben. Nur die Intensitiit des im 
Llangriin gelegenen Absorptionsstreifens unterliegt Schwankungen. 

Z. Donogany!) beschreibt Hiimochromogenkrystalle, 
welche er aus Blut durch Zusatz von Schwefelammon und 


1) Referat im Jahresb. f. Thierchemie, Bd. 27, 150. 
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Pyridin erhilt. H. M. Kobert?) gibt an, solche Krystalle 
unter Luftabschluss durch blossen Pyridinzusatz erhalten zu 
haben. Ich habe nur die Wirkung des Pyridins auf Hiimatin 
untersucht. Sowohl das nach Schalfejew dargestellte Himatin 
wie das eben beschriebene lésen sich in kochendem Pyridin 
leicht auf. Die Loésung zeigt nicht das Spectrum alkalischer 
HiimatinlOsungen, aber auch nicht das Hiimochromogenspectrum, 

Ebensowenig bewirkt ein Zusatz von Pyridin in wiis- 
serigen ammoniakalischen Hiimatinldsungen Hamochromogen- 
bildung. Erst wenn zur Hiimatin-Pyridinlésung oder der 
wiisserigen alkalischen Hiimatinldsung, welche mit Pyridin ver- 
setzt worden war, eine geringe Menge Hydrazinhydrat zugefiigt 
wird, kann alsbald in diesen Lésungen das schone Hamo- 
chromogenspectrum beobachtet werden, welches auf Zutritt 
von Sauerstoff verschwindet. Ich theile diese Versuche nur mit, 
um dem moglichen Irrthum vorzubeugen, dass das Pyridin den 
Hiimochromogen bildenden Reductionsmitteln zugezihlt werde. 


1) Zeitschr. f. angew. Mikroskopie, 5, 1900. 
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Ueber das Aldehyde oxydirende Ferment der Leber 
und Nebenniere. ') 


Von 


Dr. Martin Jacoby aus Berlin. 


‘Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 33.) 


(Der Redaction zugegangen am 20. Juni 1900.) 


In einer friiheren Arbeit?) wurde unter Beriicksichtigung 
der Litteratur ausgefiihrt, dass man in der Leber eine be- 
triichtliche Zahl von Fermentwirkungen annehmen miisse. Da 
es klar ist, dass eine genauere Kenntniss der Fermente der 
Leber und ihrer Wirkungsweise die Vorstellungen tiber die 
Function des Organs beeinflussen muss, war es witinschens- 
werth, sie nach Moglichkeit zu isoliren und die Wirkungen 
der einzelnen Fermente fiir sich zu studiren. 

In der vorliegenden Arbeit soll tiber Versuche berichtet 
werden, welche sich auf das Aldehyde oxydirende Ferment 
der Leber beziehen. 


I. Versuche zur Isolirung des Salicylaldehyd oxydirenden Ferments. 


bei Beginn meiner Untersuchungen lag itiber diesen Punkt 
meines Wissens nur die Arbeit Spitzer’s3) vor. 


1) Der Aufenthalt in Strassburg und die Ausfiihrung der dieser 
und den folgenden Mittheilungen zu Grunde liegenden kostspieligen Ver- 
suche wurde mir durch ein Reisestipendium ermdéglicht, welches mir 
von der Berliner medicinischen Fakultét aus der Griifin Bose-Stiftung 
cewihrt wurde. Fiir diese reichliche Zuwendung sage ich meinen er- 
‘ebensten Dank. 

2) Virchow’s Archiv, Bd. 157, 1899. 

°) Pfliiger’s Archiv, Bd. 67, 1897. 
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Spitzer nimmt an, dass die Oxvdationsfermente des 
Organismus einheitlicher Natur, an die Nucleoproteide und im 
Einzelnen an das in den Nucleoproteiden organisch gebundene 
Kisen gekniipft sind. 

Abelous und Biarnés?) fanden die Guajakreaction an 
Globuline gebunden, die sie aus Milz, Lunge und Fibrin’ iso- 
lirten. Die Autoren heben ausdriicklich hervor, dass diese 
Globuline nicht Salicylaldehyd oxydiren. 

Endlich konnte Raudnitz?) aus der Milch durch Aus- 
salzung Niederschliige erhalten, welche je nach dem = metho- 
dischen Vorgehen Wasserstoffsuperoxyd zersetzten oder Guajak- 
tinctur bliiuten. 


Da es mehrere Oxydationsfermente in der Leber. gibt, 
so koénnen wir das Salicylaldehyd oxydirende Ferment der 
Leber nicht ohne Weiteres als «das Oxydationsferment » be- 
zeichnen: wir werden daher in Anlehnung an die namentlich 
von den franzdsischen Autoren ausgebildete Nomenclatur von 
der Aldehydase der Leber sprechen. Diesen Ausdruck wihlen 
wir als kiirzeren, obschon zuniichst noch die Fassung 
«Salicvlaldehvdase » angezeigt wire. 

Nunmehr werde ich ein Verfahren zur Tsolirung der 
Aldehydase schildern, das sich nach einigen Vorversuchen als 
zweckmiissig erwies, und im Anschluss daran noch_ einige 
Punkte der Methodik besonders besprechen. 

Der Nachweis des Vorhandenseins des Fermentes in 
einer Losung, resp. die Feststellung aus Salicylaldehyd  ge- 
bildeter Salicylsiiure wurde, wie in meiner fritheren Arbeit. 
nach den Angaben von Salkowski*) ausgefiihrt. Es geling! 
auf diese Weise vollkommen sicher, jede Spur von Salicy!- 
aldehyd zu vertreiben und Salicylsiiure auch in sehr kleinen 
Quantitiiten unzweifelhaft nachzuweisen. 


1) Arch. de physiologie, 1S98. 
2) Centralblatt fiir Physiologie, 1899. 
3) Virchow’s Archiv, Bd. 147, 1898. 
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Vom Schlachthaus bezogene frische Rindsleber wird zer- 
hackt, mit Quarzsand!) zerrieben, der Brei mit destillirtem 
Wasser, dem Toluol im Ueberschuss zugefiigt ist, mindestens 
einige Stunden stehen gelassen und hiiufig durchgeschiittelt. 
Dann wird das Extract vom Riickstand durch Coliren und 
Filtriren getrennt. 

Das so gewonnene dunkle, aber vollig klare Filtrat wird 
mit so viel gesittigter AmmonsulfatlOsung versetzt, dass 25°/oige 
Siittigung mit diesem Salze erreicht wird. Dabei werden hier, 
wie auch fernerhin immer, wenn Ammonsulfat in Anwendung 
gezogen wird, so viel Tropfen verdiinnter Sodalésung hinzu- 
gethan, dass die Fliissigkeit schwach alkalisch reagirt) und 
deutlich nach Ammoniak riecht. In etwa 24 Stunden setzt 
sich dann allmihlich ein geringer Niederschlag ab, der abfiltrirt 
wird. Das Filtrat wird in gleicher Weise auf 331?/s°/oige 
Siittigung mit Salz gebracht, der Niederschlag wiederum nach 
24 Stunden durch Filtriren entfernt. Das so erhaltene wasser- 
klare, ziemlich dunkle Filtrat wird auf 60°/oige Siittigung mit 
Ammonsulfat gebracht. Dabei entsteht ein massiger Nieder- 
schlag, der sich meistens in 24 Stunden vollstiindig absetzt. 

Dieser Niederschlag, welcher die Aldehydase enthiilt, wird 
nach 24 Stunden abfiltrirt, mit entsprechender Salzlésung aus- 
gewaschen und dann in destillirtem Wasser aufgenommen, 
wobei er sich nur unvollkommen lést. Friihestens nach einigen 
Stunden wird wiederum filtrirt. Das klare Filtrat wird mit 
%)°/oigem Alkohol soweit versetzt, dass gerade ein gut ab- 
liltrirbarer Niederschlag entsteht. Dieser Niederschlag hat sich 
nach einigen Minuten bereits abgesetzt und wird nun sofort 
von der Fliissigkeit durch Filtriren getrennt. Es geniigt, Alkohol 
in einer Quantitét zuzusetzen, dass die Concentration desselben 
hOchstens 30°/o betriigt. Der abfiltrirte Niederschlag wird 
sofort mindestens 5—6 Mal mit kleineren Mengen destillirten 
Wassers, dem man einige Tropfen verdiinnter Sodalésung zu- 


1) Ks wurde ein vorziiglicher Quarzsand angewandt, wie er bei 
dem Buehner’schen Verfahren zur Herstellung von Presssiiften  be- 
nutzt wird. 


fiigt, extrahirt, die Ausziige werden vereinigt. Am besten liisst 
man den Niederschlag, um das Ferment moglichst vollstindig 
in Losung zu bringen, fein vertheilt tiber Nacht mit Wasser 
stehen. 

Man hat nunmehr bereits eine helle Fliissigkeit, die aber 
regelmiissig noch Eiweiss enthilt. Sie wird bei schwach 
alkalischer, durch hergestellter Reaction mit einer ver- 
diinnten Loésung von Uranylacetat’ bis zum Entstehen einer 
abliltrirbaren Tritbung gefiillt, der Niederschlag ebenso wie der 
durch Alkoholfillung gewonnene behandelt. 

Es resultirt eine wasserklare Fliissigkeit, die kriiftig 
Salicylaldehyd zu Salicylsdure oxydirt. 

Hier sei vorliiufig nur bemerkt, dass diese Fermentlésung 
keine der typischen Eiweissreactionen gibt; auf ihr Verhalten 
wird unten noch eingegangen werden. 


Diese Methodik bedarf in einigen Punkten besonderer Besprechung, 
einmal, weil erst dann einige zunéachst unverstindliche Complicationen 
gerechtfertigt. erscheinen werden, sodann aber, weil sich einige Eigen- 
schaften des Fermentes bei den auf die Ausarbeitung des Verfahrens 
hinzielenden Versuchen ermitteln lessen. 

Von vornherein muss hervorgehoben werden, dass nicht alle be- 
schriebenen Manipulationen unbedingt nothwendig sind, sondern nur 
regelmiissig ausgefiihrt wurden, weil so die grésste Sicherheit gegeben 
schien, ein moglichst isolirtes, hinreichend wirksames Ferment zu_ er- 
halten. Andererseits war auch nicht beabsichtigt, das Ausgangsmateria! 
quantitativ auszuniitzen, sondern im Interesse der bequemeren Dar- 
stellung, sowie der méglichst guten Reinigung wurde an verschiedenen 
Punkten auf vollstandige Ausbeute verzichtet. 

Es soll auch nicht verschwiegen werden, dass man_ infolge der 
nach einigen Richtungen grossen Empfindlichkeit des Fermentes 
sicher darauf rechnen kann, bei jeder Darstellung ein wirksames Fer- 
ment zu erhalten. Zu beachten ist, dass auch nur voriibergehende An- 
wesenheit saurer Reaction das Ferment dauernd zerstoért, die Verzégerunz 
der Extraction des Fermentes. nachdem es mit EFiweiss zusammen ge- 
fallt ist, die nachtriigliche Lésung erheblich erschwert. 

Das Verreiben des Leberbreies mit Quarzsand wurde in Anwendunz 
gebracht, weil anzunehmen ist, dass nach der so erzielten Zertriimmeruns 
vieler Zellwiinde die Extraction des Fermentes eine viel ausgiebigere 
sein kann. Im Verlaufe der Vorversuche war auch versucht worden. 
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die Buchner’sche Presse zur Extraction zu benutzen. Diese Methode 
wurde jedoch bald wieder verlassen, da in dem vorliegenden Falle die 
gehorige Zertriimmerung der Zellwinde durch Zerreiben mit méglichst 
hartem Material ebensoviel leistet wie die Extraction mittelst der Presse. 

Als Antisepticum wurde Toluol angewandt. Man hiitte zu diesen 
Versuchen natiirlich auch das von Salkowski fiir Fermentstudien em- 
pfohlene Chloroform anwenden kiénnen, zumal seine Brauchbarkeit beim 
Arbeiten mit der Aldehydase bereits erprobt ist. Es erschien jedoch 
zweckmassig, bei den in dieser Arbeit zu besprechenden Versuchen das 
im hiesigen Institute nach den verschiedensten Richtungen hin gepriifte 
Toluol zu benutzen. Das Toluol setzt sich bekanntlich, soweit es im 
Ueberschuss vorhanden ist, an der Oberfliche der wiasserigen Flissig- 
keit ab und bildet so eine bei den zahlreichen Manipulationen, denen 
unsere Fermentlésungen unterworfen werden mussten, willkommene 
schutzwehr gegen das Eindringen von Bakterien und namentlich auch 
von Schimmelpilzen. 

Obwohl Tauschungen kaum zu befiirchten waren, wurde natiirlich 
besonders festgestellt, dass Toluol in der angewandten Concentration 
weder die Wirkungen der Aldehydase beeintrachtigt noch vortéiuscht. 

Auf die Aussalzbarkeit des Fermentes komme ich noch zuriick ; 
hier sei nur bemerkt, dass die allmihliche Entfernung der ersten un- 
wirksamen Aussalzungsfractionen sich als niitzlich erwies: es liess sich 
so leichter vermeiden, dass mit den ersten Niederschligen das Ferment 
mitgerissen wurde und in Folge der mangelhaften Auswaschbarkeit der 
salzmiederschlige auf dem Filter zuriickblieb. 

Der kleine Sodazusatz zu den Ammonsulfatldsungen wurde ein- 
weil in den nveutralen Loésungen das Ferment bei den Vor- 
versuchen durchweg zerstért wurde, vermuthlich weil durch Abgeben 
von Ammoniak leicht saure Reaction auftrat. 

Von Metallfiillungsmittein wurde Uranylacetat gewahlt, weil Eiweiss- 
‘illung sich mit diesem Metallsalz bei alkalischer Reaction gut erzielen 


lasst. 
II. Eigenschaften der Aldehydase. 


Eine Reihe von Eigenschaften der Aldehydase ergeben 
ich bereits aus dem bei der Methode besprochenen Verhalten 
gegen gewisse Reagentien, Anderes musste durch besondere 
Versuche ermittelt werden. 

Das Ferment ist in Wasser klar léslich.!) Dieser Um- 
‘tand muss besonders hervorgehoben werden, weil méglicher 


'. Abelous und Biarnés (Arch. de physiol. 1898) fanden ihr 
cuajakblauendes Ferment in Wasser unldslich. 
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Weise in der Zelle das Ferment sich nicht in Wasser gelist 
befindet. Namentlich Spitzer!) hat darauf hingewiesen, wie 
unvollkommen das Ferment aus dem Gewebe zu extrahiren 
ist. Wahrscheinlich verhindern die Zellwiinde das Eindringen 
des Extractionsmittels, und es ist anzunehmen, dass energische 
Zertriimmerung derselben wesentlich dazu beitriigt, moglichst 
viel Ferment in Losung zu bringen. 

Nachdem die Loslichkeit in Wasser. sichergestellt war, 
konnte man erwarten, dass das Ferment auch in Chloroform- 
wasser oder Toluolwasser iibergehen wiirde. Das ergab sich 
auch in entsprechenden Versuchen. 

Die Aldehydase ist aussalzbar. Diese Eigenschaft theilt 
sie mit vielen’ Fermenten. Bekanntlich beruhen mehrere 
Methoden der Fermentisolirung darauf, Niederschliige in’ den 
Fermentl6sungen herzustellen, mit denen das Ferment nieder- 
gerissen wird. 

Die Aldehydase wird aber erst) bei einer bestimmten 
Concentration der Salzlosung ausgesalzen (nicht unter 30° oiger 
Siittigung mit Ammonsulfat), und die Aussalzung wird bei einer 
bestimmten Concentration der Salzlésung vollstiindig (etwa bei 
60° oiger Siittigang mit Ammonsulfat). 

Die Aldehydase liisst sich also durch fractionirtes Aus- 
salzen von anderen Substanzen trennen. Es ist das keine 
isolirt dastehende Thatsache. Wohl die iilteste hierher ge- 
horende Beobachtung riihrt von Pasechutin?) her, der die 
Pankreasenzyme einigermaassen in der Art trennte, dass er 
das Pankreas mit verschiedenen Salzlésungen extrahirte. 

Nachdem von mir das Verhalten der Aldehydase gegen 
Ammonsulfat bereits festgestellt war, erschien eine vorlaufige 
Mittheilung von Raudnitz*) iiber die Fermentreactionen der 
Milch, in der er fiir die Guajakreaction der Milch mittels! 
Ammonsulfat) ganz bestimmte  Fiillungsgrenzen (21—29° 
fand. Bemerkenswerth ist ferner, dass nach Abelous und 


1) Pfliiger’s Archiv, Bd. LXVIT, 1597. 
2) Centralblatt fiir die medic. Wissenschaften 1872. 
3) Centralbl. f. Phys. 1899. 


Biarnes!) ihr guajakblauendes Ferment durch Magnesium- 
sulfat ausgefallt wird. 

Das Ferment dialysirt nicht durch den Pergamentschlauch, 
wenigstens nicht merklich bei 3—+tiigiger Dialyse gegen fliessen- 
des Wasser. Ob es quantitativ zuriickgehalten wird, oder ob 
vielleicht geringe Mengen in der Zeit den Schlauch passiren, 
wurde nicht untersucht; es wurde lediglich nachgewiesen, 
dass nach Beendigung der Dialyse reichliche Quantitiiten des 
Fermentes im Schlauch nachweisbar waren. Unsern Befund 
vorsichtig auszudriicken, erscheint nothwendig im Hinblick 
auf eine Arbeit von Chodschajew,?) welcher angibt, dass 
Invertin, das amylolytische Ferment des Malzes, Emulsin, Trypsin 
und Pepsin — wenn auch langsam — dialysiren. Auf eine 
Discussion seiner Versuche verzichte ich, da ich sie nicht 
nachgepriift habe. Ich moéchte nur bemerken, dass sich in 
meinen Versuchen fiir seine Hypothese, die er allerdings selbst 
nicht als die allein moégliche hinstellt — wonach die Fermente 
wahrscheinlich Albumosen wiiren —, keinerlei Anhaltspunkte 
ergaben; im Gegentheil, fiir das untersuchte Leberferment liess 
sich diese Annahme sicher ausschliessen. 

Von physiologischem Interesse ist der Nachweis, dass 
auch bei intensiver Durchspiilung das Ferment nicht aus der 
Leber verschwindet. Hierfiir kann man bereits aus der Litteratur 
die Angabe von Spitzer’) anfithren, der bei der Darstellung 
-einer Fermentlésungen vorher die Leber von der Pfortader 
wus tiichtig mit Wasser ausspiilte. 

Ich kann dafiir folgenden Versuch beibringen : 

Fin Hund wird mit Aether tief narkotisirt, der Thorax erdffnet. 
Allmihlich werden im Ganzen 15 Liter 0.7° coige Kochsalzlésung von der 
Aorta descendens thoracica aus eingefiihrt. In kurzer Zeit wird die aus 
der Vena portae ablaufende Fliissigkeit ganzlich farblos. Die Leber ist 
vollig mit wisseriger Flissigkeit durchtrinkt. Der Leberbrei oxydirt 
reichlich Salicylaldehyd, aucn Extracte sind sehr wirksam, ebenso die 
Lungen des Thieres. 


1) Arch. de physiol. 1898. 
-) Arch. de physiol. 1898. 
3) Pfliiger’s Arch., Bd. LXVII, 1897. 
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Diese geringe Diffusibilitiéit des Fermentes steht mit den 
Befunden von Salkowski') und Abelous und Biarnes,?) 
nach denen das Blut nur verhiiltnissmiissig wenig Aldehyd 
oxydirt, im Einklang. Wirde niimlich das Ferment leicht aus 
den Organen herausdiffundiren, so wiire zu erwarten, dass 
man es reichlich im Blut antrifft, ja es wiirde sogar in den 
Harn iibertreten k6nnen. In der Galle konnte ich bei zwei 
eigenen Versuchen keine Spur von Aldehydase nachwelsen. 
Die Angabe von Portier,*) die Leber enthalte kein oxydatives 
Ferment, dasselbe werde erst in der Gallenblase gebildet, kann 
ich also jedentalls fiir die Aldehydase nicht bestitigen. 

Das Verhalten bei der Dialyse, daneben die Aussalzbarkeit 
und die Zerstorung durch die Siedehitze entsprechen, wenn 
auch nicht zwingend, der Annahme, dass es sich um_ eine 
colloidale Substanz handelt. 


Beir einem Druck von 6 Atmosphiren — weniger wurde 
nicht angewandt — passirte das Ferment das Chamber- 


land’sche Filter, was insofern bemerkenswerth ist, als dias 
in den betreffenden) Losungen befindliche Eiweiss zuriick- 
gehalten wurde. 

Beziiglich des Verhaltens des Fermentes gegen Alkohol*) 
sel bemerkt, dass bereits bei der ersten Triibung, welche bei 
der Fiillung mit Alkohol auftritt, Ferment mitgefiillt wird, dass 
aber in diinnem Alkohol (etwa 20°/oigem) die Aldehydase 
ganz deutlich lislich ist. Noéthig ist es, wie schon ausgefiihrt, 
das mit Alkohol gefiillte Ferment schnell wieder in Wasser zu 
losen, wenn es nicht seine Lodslichkeit verlieren soll. 

Mit Tannin wird das Ferment ebenfalls gefiillt. 

In Betreff der Abscheidung mit Uranylacetat sei noch 
folgende Bemerkung gestattet. Wenn man aus einer ziemlich 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. VII, 1882 u. Centralbl. f. d. med. 
Wissensch. 1893 und (nach Versuchen von Jamagiwa) 1894. 

2) Arch, de physiol. 1898. 

3) These de Paris 1898, citirt nach Maly’s Jahresb. 

4) Bereits Jaquet (Arch. f. exper. Path., Bd. XXIX, 1892) und 
nach ihm viele Andere haben festgestellt, dass Alkohol das Ferment 


nicht vollig zerst6rt und dass man dasselbe mit Alkohol fillen kann. 


— 143 — 


eiweissarmen Fermentlésung, wie man sie z. B. durch Ex- 
traction der Alkoholniederschliige erhilt, die Aldehydase und 
das Eiweiss mit einer LOsung von Uranylacetat bei schwach 
alkalischer Reaction ausfillt, so entsteht ein nicht sehr volu- 
minéser Niederschlag, der anscheinend in Wasser ganz un- 
ljslich ist. Der wiisserige Auszug des Niederschlages sieht 
farblos aus, wiihrend der Niederschlag selbst bei der Extraction 
nicht in wahrnehmbarer Weise abnimmt. Man erhiilt so eine 
wirksame Fermentlésung, die wasserklar, vollig ungefiirbt ist 
und ganz schwach = alkalisch reagirt. Beim Kochen, beim 
Zusatz von Ammonsulfat oder von Essigsiiure triibt sich die 
Fliissigkeit nicht. Die Biuretprobe und die Millon’sche Re- 
action fallen negativ aus, 

Eine derartige Fermentlésung wird bei Zimmertemperatur 
allmahlich von einem Volumen von 2 Liter bis zur Trockene 
eingeengt. Man erhiilt einen britunlichen Riickstand von geringer 
Quantitét, auf dessen Oberfliiche sich eine Schicht Krystalle 
ausscheidet, die sich als Ammonsulfat erweisen. Die Krystalle 
werden mechanisch durch Abpinseln entfernt, der Riickstand 
in wenig Wasser geldst, wobei er ziemlich vollstiindig in 
Losung geht. Nach dem Filtriren erhilt man eine klargelbe 
Fliissigkeit, die stark sauer reagirt und geruchlos ist. Mit 
Tannin entsteht eine schwache, aber unzweifelhafte Triibung, 
deren Auftreten man namentlich unter dem Mikroskop sehr gut 
hbeobachten kann, eine starke Triibung entsteht mit Phosphor- 
wolframsiiure. Die Loésung enthiilt noch Ammonsulfat, wie 
die Reactionen mit Baryumchlorid, Platinchlorid und dem 
Nessler’schen Reagens anzeigen. Die Biuretprobe und die 
Millon’sche Reaction sind auch in der sehr eingeengten | 
Lisung negativ. | 

Nach Alledem ist die Aldehydase ein in Wasser loslicher 
Korper, der durch die Siedehitze, durch geringe Mengen freier 
Siiure, aber auch durch freies Alkali, anscheinend am wenigsten 
durch Ammoniak seine oxydirende Wirkung einbiisst. Der 
Korper wird durch Alkohol, Tannin und Uranylacetat  gefallt 
und kann nach der Alkohol- und Uranfiillung wieder in Losung 
vebracht werden: er ist mit Ammonsulfat etwa bei ahnlicher 


— 144 — 


Salzconcentration wie Globulin aussalzbar, ist nicht diffusibel 
und gibt nicht die fiir die Eiweisskérper charakteristischen 
Reactionen, wenigstens nicht in einer Concentration, bei der 
Salicylaldehyd noch sehr deutlich oxydirt wird. 

Danach gewinnt man den Eindruck, dass die Aldehydase 
eine Colloidsubstanz, aber kein Eiweisskorper ist. Dieses 
Resultat widerspricht der immer wiederkehrenden Angabe, 
dass iiberhaupt Fermente und nach Art von Fermenten 
wirkende Substanzen Eiweisskérper oder Nucleoproteide dar- 
stellen. Doch ist) dieser Widerspruch wohl nur ein schein- 
barer. Denn es sind bereits mehrfach Fermente oder doch 
wirksame Fermentlésungen dargestellt worden, welche 
keine Eiweissreactionen mehr boten. Es sei in der Richtung 
auf die Isolirung des Speichelfermentes, des Pepsins und des 
Labfermentes durch Hammarsten') und Sundberg?) hin- 
gewiesen. Wenn zum Beispiel Sundberg sein Pepsin, das 
keine Eiweissreactionen gab, stark wirksam fand, so ist es 
minder gezwungen, anzunehmen, dass Pepsin kein Eiweiss- 
kOrper ist, als dass die Fermentwirkung als eine besonders 
feine Reaction dieses Fermenteiweisskérpers anzusehen ist. 

Nach Erfahrungen im hiesigen Laboratorium gelingt es 
auch, hochwirksames Trypsin durch Selbstverdauung von 
Pankreas zu erhalten, das keine Biuretreaclion mehr gibt. 

Bei den als EiweisskOrpern beschriebenen Fermenten. ist 
nicht auszuschliessen, dass sie durch Eiweissstoffe verunreinigt 
waren. 

Ks ist daran zu erinnern, dass nur unter besonderen 
Bedingungen die Trennung der Fermente von den Eiweiss- 
korpern sich liisst, da sie durch verschiedene 
Fiillungsmittel ebenso gefiillt werden, wie die Eiweisskorper. 
Diese Eigenschaft theilen sie aber mit anderen bekannten 
Kérpern, die in ihrer Constitution durchaus von den Eiweiss- 
korpern verschieden. sind. 

Endlich kennt man eine Anzahl verhiiltnissmissig ein- 


1) Lehrbuch der physiol. Chemie. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. IX, 1885. 
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facher chemischer Substanzen, welche genau die gleichen 
Wirkungen wie Fermente entfalten. Speciell von zwei in die 
Gruppe der Oxydasen zu rechnenden Fermenten wissen wir, 
dass gleiche Wirkungen auch durch viel einfachere Kérper 
erzielt werden. So konnte Pohl!) die oxydative Synthese des 
Indophenols mit Amygdalin, Schaer?) die Blauung des Guajaks 
durch Chinon erzielen. Wiiren derartige Beobachtungen, denen 
<ich auf chemischem Gebiete noch viele an die Seite stellen 
lassen, bereits friiher bekannt gewesen, so wiirde man bei 
der chemischen Charakterisirung der Fermente kaum immer 
in erster Linie an Eiweisskorper gedacht haben. 

Dass der colloidale Zustand der Fermente wesentlicher 
fiir ihre Wirkung ist als eine constitutionelle Uebereinstimm- 
ung mit Eiweisskérpern, dafiir sprechen Untersuchungen von 
bredig und Miiller von Berneck.*) Sie fanden, dass col- 
loidales Platin sehr viel intensiver Wasserstoffsuperoxyd zersetzt 
als Platinschwamm und sich sehr ihnlich den Fermenten 
verhilt (Blausiureeinwirkung, Einwirkung von Siiuren und 
Alkalien ete.) 

Fasst man tiberhaupt die Fermentwirkungen als kata- 
lytische Reactionen auf, so besteht nicht der geringste Grund, 
in den Fermenten gerade Eiweissstoffe zu vermuthen. Sie 
kOnnen vielmehr den verschiedensten chemischen Gebieten 
angehoren. Sollte sich fiir bestimmte Fermente mit zwingenden 
Griinden die Eiweissnatur darthun lassen, so ist noch immer 
kein Analogieschluss auf andere Fermente gestattet. Jeden- 
‘alls darf man verlangen, dass der Beweis fiir die Eiweiss- 
natur eines Fermentes mit ebenso guten Griinden belegt werden 
kann, wie bei der Identificirung irgend eines chemischen 
K\Grpers — eine Forderung, der die bisherigen Angaben sehr 
invollkommen entsprechen. 


1) Arch. f. experim. Path. Bd. 38, 
2) Zeitschr. f. Biologie Bd. 37, 1899 (Schaer weist darauf hin, 
dass er diese Beobachtung bereits 1867 gemacht hat, und ebenfalls 1867 
habe Schinbein diesen Befund bestitigt). 
3) Zeitschr. f. physikal. Chemie, Bd. 31, 1899. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 10 
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III. Ueber die Verschiedenheit der einzelnen Oxydationsfermente. 


Auf die zuerst von Pohl!) gefundene, von Spitzer?) 
bestrittene Verschiedenheit der einzelnen oxydirenden Fermente 
soll in dieser Arbeit nicht niher eingegangen werden. Aucl) 
die neueren Beobachtungen anderer Autoren, wie eigene be- 
funde fiihren dazu, die bisher beschriebenen Oxydationsferment: 
as nicht identisch anzusehen. 

Aus der Litteratur erwiithne ich die Beobachtungen you 
Abelous und Biarnés,*) welche thre Globulinoxydase nur 
in der Milz, im Blut und im Fibrin fanden, nicht aber in der 
Leber, auch wurde Salicylaldehyd durch ihr Ferment nicht 
oxydirt. Raudnitz4) stellte fest, dass die Milchfermente be: 
verschiedener Salzconcentration ausgesalzen werden, und 
die katalytische und guajakbliiuende Wirkung der Milch 
mit der oxydativen Indophenolsynthese identisch ist. 

Wiederholt habe ich gefunden, dass die Zerlegung des 
Wasserstoffsuperoxyds nicht mit der Wirkung der Aldehydase 
identificirt werden kann. Insbesondere wurde die Wasser- 
stoffsuperoxydreaction trotz ihrer viel grésseren Verbreituny 
mehrfach AldehydaselOsungen vermisst. 

Ferner konnte ich Pohl’s Angabe, dass sich in der 
Hundeleber die fermentative Indophenolbildung nicht  regel- 

| miissig nachweisen liisst, durchaus bestiitigen. Es gelang mur 
: wenigstens nie, auch nicht in vollig ausgebluteten Lebern 
(z. B. wurde die oben fiir den Diffusionsversuch benutzte Leber 
daraufhin gepriift), eine Beschleunigung der spontanen Indo- 
phenolbildung aus seinen Componenten durch Lebersaft oder 


Leberbrei zu erzielen. St6rung durch zu starke Eigenfiirbung 
der Leber konnte ausgeschlossen werden, da auch mit 


farbstoflarmen Leberlésungen gearbeitet wurde. Ich sah yiel- 
mehr regelmiissig eine deutliche Verzégerung der Reaction 


gegentiber dem Kontrollversuch. 

1) Arch. f. experim. Path., Bd. 38. 

2) Pfliiger’s Arch., Bd. 67. Z 

3) Arch. de physiolog. 1898. : Ui 

4) Centralbl. f. Physiol. 1899. 
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IV. Fermentnatur der Aldehydase. 


Obgleich seit Jaquet-Schmiedeberg die oxydativen 
Agentien des Organismus zumeist als Fermente aufgefasst 
werden, so fehlt doch noch der eigentlich ausschlaggebende 
beweis fiir die Fermentnatur der Aldehydase. Es kommt 
darauf an, ob der oxydirende Korper allmiihlich unbegrenzte 
Mengen Aldehyd unter geeigneten Bedingungen in Siiure iiber- 
fiihren kann, ohne selbst bei der Reaction verbraucht = zu 
werden. Der einzige in dieser Richtung von Pohl mit Form- 
aldehyd angestellte Versuch fiel negativ aus. Solange dieser 
Punkt nicht aufgeklirt ist, fehlt eigentlich die Berechtigung, 
yon einem «oxydativen Ferment» zu sprechen. 

Auf Grund neuer Erfahrungen liisst sich diese Unsicher- 
heit beseitigen. Es wurden zwei einschliigige Versuche, beide 
mit positivem Ergebniss, angestellt. 

Versuch: Eine in der oben beschriebenen Weise durch fractio- 
nirte Salzfaillung hergestellte Fermentldsung wird bei ganz schwach 
alkalischer Reaction mit etwas Salicylaldehyd und Toluol 5 Mal 
24 Stunden bei ca. 38° digerirt. 

In einer Portion der Digestionsfliissigkeit wird Salicylsiure nach- 
cewiesen, der Rest wird 48 Stunden gegen fliessendes Wasser dialysirt, 
bis ein Theil davon keine Spur von Salicylsiure mehr erkennen lisst. 
Der verbleibende Rest wird mit Salicylaldehyd wie im Anfang digerirt, 
es wird wieder eine erhebliche Quantitét Salicylsiure gefunden. 

Versuch: Ein klarer Leberauszug wird wie im vorigen Versuch 
48 Stunden digerirt; in einer kleinen Portion wird dann reichlich Salicyl- 
siure nachgewiesen. Die Hauptmenge wird 3 Tage gegen fliessendes 
Wasser dialysirt, der Schlauchinhalt mit Ammonsulfat ausgesalzen, der 
Niederschlag in Wasser aufgenommen. Zwei Drittel hiervon werden, 
nachdem im Rest keine Salicylsiiure nachgewiesen werden konnte, 
72 Stunden wie oben mit Salicylaldehyd digerirt. Es wird neuerlich 
reichlich Salicylséure gefunden. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass die Aldehydase 
bei ihrer oxydativen Wirkung nicht verbraucht wird, somit 
in der That dem Begriff eines Fermentes entspricht. Der 
einzige Einwand, der noch moglich wiire, das Ferment wiire 
zim Theil bei der Reaction verbraucht worden, ein Rest aber 
librig geblieben, wird dadurch hinfallig, dass die Menge der 
gebildeten Salicylsiiure dort, wo ich mit reiner Fermentlésung 

10* 
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arbeitete, jedenfalls viel grésser war als das Trockengewicht 
der benutzten Fermentl6sung, wobei noch zu_beriicksichtigen 
ist, dass dem Ferment als colloidem Korper ein viel hoheres 
Molekulargewicht zugeschrieben werden muss. 


V. Das reichliche Vorkommen einer Aldehydase in der Rinde 
der Nebenniere. 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen, auf die ich in 
einer spiiteren Mittheilung zuriickkomme, habe ich gepriift, ob 
die Nebenniere des Rindes eine Aldehydase enthiilt. Es ergal 
sich, dass die Rinde sehr intensiv schon in kleinen Quantitiiten 
Salicylaldehyd oxydirt, das Nebennierenmark nur ganz gering- 
fiigig. Da es leicht gelingt, die Rinde vom Mark zu befreien, 
aber es kaum moglich ist, das Mark ganz rindenfrei zu_ prii- 
pariren, so ist es wahrscheinlich, dass auch die Spuren Alde- 
hydase, die sich im Mark nachweisen liessen, der hinde 
angehoren. 

Gekochte Nebennieren waren wirkungslos, ebenso die 
reducirende, blutdrucksteigernde Substanz des Markes, das von 
den Héchster Farbwerken nach y. Fiirth’s Angaben her- 
gestellte Suprarenin. 


| 

| 4 
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Ueber die fermentative Eiweissspaltung und Ammoniakbildung 
in der Leber.') 
Von 


Dr. Martin Jacoby aus Berlin. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 34.) 
(Der Redaction zugegangen am 20. Juni 1900.) 


Bei Gelegenheit der Nachpriifung einer Angabe von 
Richet hat Loewi?) beobachtet, dass es durch Einwirkung von 
Leberfermentloésung auf Glycocoll gelingt, eine iither-alkohol- 
lisliche Substanz zu gewinnen, welche zwar nicht Harnstoff 
ist, aber leicht abspaltbaren Stickstoff enthiilt. 

Mit den fermentativen Vorgiingen in der Leber be- 
schaftigt, hatte ich die Absicht, die Loewi’sche Beobachtung 
weiter zu verfolgen und vielleicht jenen iither-alkoholléslichen 
KOrper naher zu charakterisiren. Die Untersuchung nahm 
jedoch durch einen zufalligen Befund eine andere Richtung an 


und fiihrte zuniichst zur Auffindung eines Ammoniak bildenden 
Fermentes in der Leber. 


I. Ueber fermentative Bildung von durch Magnesia austreibbarem 
Stickstoff in der Leber. 


Da Loewi gefunden hatte, dass seine aus Glycocoll 
erhaltene ither-alkohollésliche Substanz Stickstoff in ziemlich 
leicht abspaltbarer Form enthialt, so wurde in den ersten Ver- 
suchen untersucht, ob nach Digestion von Lebersaft mit 
Glyeocoll mehr beim Kochen mit Magnesia abspaltbarer Stick- 


stoff nachweisbar ist, als wenn man Lebersaft ohne Glycocoll 
digerirt. 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Stiftung der Grafin Bose. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXV. 1898. 
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In einer Anzahl von Versuchen, auf deren Wiedergabe 
ich bei ihrem durchaus negativen Ausfall verzichte, gelang es 
jedoch weder durch Zusatz von Glycocoll zum Lebersaft, noch 
durch Zusatz von Globulinldsungen, die aus Leber bereitet 
wurden, noch durch Hinzufiigung von Extracten, die durch 
Kochen von Leber gewonnen wurden, eine Vermehrung des 
durch Magnesia austreibbaren Stickstoffs zu erzielen. Es fie] 
jedoch auf, dass mit Toluol einige Zeit conservirter Lebersatft 
viel héhere Magnesia-Stickstoffwerthe gab, als frischer, obwohl 
Fiiulniss sicher ausgeschlossen war. Versuche mit Chloroform- 
wasser oder solche, bei denen Chloroform und Toluol com- 
binirt wurden, fiihrten zu denselben Resultaten. 

Diese Beobachtung wurde nun durch besondere Versuche 
sichergestellt. Aus zahlreichen mir vorliegenden Protokollen 
dieser Art gebe ich hier einige wieder: 

Versuchsprotokoll I. Am 31. Januar 1899 Nachmittags 6 Uhr 
werden 4 gut gefiitterte Hunde getédtet. Die sofort herausgenommenen 
Lebern wiegen zusammen 1140 g. Die Organe werden zerhackt, mit 
Quarzsand verrieben und mit 1200 ccm. destillirten Wassers, dem Toluol 
im Ueberschuss zugesetzt wird, tibergossen. Das Gemisch wird tiichtig 
durchgeschiittelt und iiber Nacht auf Eis gestellt. Am nichsten Vor- 
mittag 11'/e Uhr wird der Lebersaft abgehebert, 40 Fliischchen mit je 
20 ccm. gefiillt, 2 sofort verarbeitet, die tibrigen zusammen in denselben 
Brutschrank gethan, dessen Temperatur meist 38° betrug, jedoch Schwank- 
ungen zwischen 30 und 40° ausgesetzt war. Tiiglich wurden dann je 
2 Flischchen verarbeitet. 

Die Bestimmung des mit Magnesia austreibbaren Stickstoffs geschah 
ganz in der Art, wie Hausmann})) sie beschrieben hat. 

Mit Magnesia austreibbarer Stickstoff wurde gefunden am: 


1. Februar 0,0013 g 11. Februar 0,0050 g 
2, »  0,0035 >» 12. » 0,0045 » 
3. > 0.00335 » 13. > 0,0043 » 
4. > 0,0037 » 14. > 0,00485 
> 0.0037 > 15. > 0.0045» 
6. > 0.00405 » 16. > » 
> 0,0046 17. > 0,00595_ » 
8. > 0.00455 » 18. > 0.00595 » 
9. > 0,0037  » 20. > 0,00675 > 


10.  »  0,00475 » 


1) Zeitschr. f. physiolog. Chemie, Bd. XXVII. 1899. 


| 


— 151 — 


Versuchsprotokoll Il Am 21. Februar 1899 (8'/2 Uhr Morgens) 
wird 2 Hunden die Leber entnommen, ihr Gewicht betriigt 800 g. Sie 
werden zerhackt, mit Sand zerrieben, mit 809 ccm. Toluolwasser extrahirt. 
(m 10 Uhr Vormittags werden 16 Portionen zu 20 ccm. entnommen, von 
denen 8 sofort mit Magnesia destillirt wurden, die 8 iibrigen, nachdem 
sie bis zum 7. Mirz bei Brutschranktemperatur gehalten worden waren. 

Fs fand sich an mit Magnesia austreibbarem Stickstoff am: 


21. Februar 7. Miirz 

0.0016 g N. 0,0053 N. 
» » 0.0048 >» 
0.0012 » » 0,0059 > 
0.0021 > » 0.0047 » » 
» O.0054 » » 
0.0017 » 0.0054 » » 


0.0027 » O.0049 » 
0.0023 » » 


Im Durchschnitt 0.00185 g N. 0,0052 ¢ 


| ¥ 


Nach diesen Versuchen, die aus einer Anzahl ent- 
sprechender anderer deshalb ausgewiihlt wurden, weil sie sich 
auf die gréssten Zahlenreihen  stiitzen, ist es als sicher an- 
zusehen, dass der durch Magnesia austreibbare Stickstoff bei 
der Digestion von Lebersaft zunimmt. 

Es lag nahe, diese Zunahme als einen fermentativen 
Vorgang aufzufassen, und so wurde gepriift, ob nach vorher- 
gehendem Kochen diese Vermehrung des leicht austreibbaren 
Stickstoffs unterbleibt. 

Das ergab sich in der That: 

Versuchsprotokoll If Am 23. Februar 1899 (8'/2 Uhr Morgens) 
wird ein grosser Hund getidtet; die Leber, welche 870 g wiegt, wird 
zerhackt, mit Sand zerrieben und mit 800 ccm. Toluolwasser extrahirt. 
Vin %/e Uhr werden 12 Fliischchen mit je 20 ccm. Lebersaft beschickt, 
alle Kélbchen aufgekocht, 6 sofort wie in den vorigen Versuchen ver- 
arbeitet, 6 bis zum 9. Miéirz digerirt. 


23. Februar 9. Miirz 
0,0010 N, 0.0018 N. 
O,00L4 > » 
0.0015 » » » » 
Q.OOL2 » » O.OOLS » 
O.0013 » » » 
O.O013 » » » » 
Im Durchschnitt 0.00128 g N. O.0016 


Im gekochten Lebersaft findet also eine merkliche Ab- 
spaltung von Amidstickstoff nicht statt. 

Da Fermente meistens schlecht diffundiren, so deutet 
auf die Fermentnatur der beobachteten Erscheinung auch nach- 
tolgender Versuch hin, in dem nach der Dialyse des Leber- 
saftes noch die Bildung des mit Magnesia austreibbaren Stick- 
stoffes nachweisbar war. 


Versuchsprotokoll IV. Frischer, mit Toluol versetzter Hunde- 
lebersaft wird 40 Stunden gegen fliessendes Wasser dialysirt. Am Schluss 
der Dialyse ist noch Toluol im Ueberschuss im Schlauch vorhanden. 
Von dem Schlauchinhalt werden 8 Portionen zu 20 ccm. abgemessen, 
zum Theil sofort verarbeitet, zum Theil zur Digestion angesetzt. 

Es fand sich Magnesiastickstoff : 


31. Mai 13. Juni 
0,0003 ¢ N. 0.0016 g N. 
0.0006 >» » 0.0019 » > 
0.0007 » » 0.0017 » » 
Im Durchschnitt 0.0005 g N. 0,0017 g N. 


II. Der durch Magnesia austreibbare Stickstoff entspricht zum grossen 
Theil neugebildetem Ammoniak. 

Es war nunmehr zu ermitteln, welcher Natur der bei 
der Digestion entstehende Koérper ist, der beim Kochen mit 
Magnesia Ammoniak abspaltet. 

Aus den angefiihrten Zahlen geht hervor, dass sich ent- 
sprechend nachweisbarer Stickstoff bereits in der Leber de= 
eben getédteten Thieres findet. Dass er hier nur in geringer 
Quantitiit vorhanden, ist verstiindlich, wenn man sich tiberlegt. 
dass es sich wohl nur um sehr leicht diffusible Substanzen 
handeln kann, welche in den Organen nicht zur Anhiiufung 
gelangen. Da vermuthlich dieser in der Leber sich vor- 
findende, mit Magnesia direkt austreibbare Stickstoff ver- 
schiedenen Substanzen entstammt, so wire es schwierlg. 
dieselben im Einzelnen festzustellen, und wiirde es dazu einer 
besonderen Untersuchung bediirfen. Fiir unsere Frage is! 
dieser Punkt im Augenblick weniger dringlich. Es diirfte 
daher geniigen, nur kurz auf jene Stoffe hinzuweisen, an dic 
zuniichst zu denken ist. 


AS 
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Es ist bekannt, dass sich geringe Ammoniakmengen in 
der frischen Leber finden; sie miissen in unseren Zahlen mit 
zum Ausdruck kommen. Ferner ist der Harnstoff betheiligt, 
der nach Gottlieb!) sich in der Leber, wenn auch nur in 
geringer Quantitiit, nachweisen liisst. ?) 

Bei der Frage, was fiir einem Koérper der durch Di- 
gestion abgespaltene Stickstoff angehort, kommt Harn- 
stoff nicht in Betracht, da ja Loewi unter iihnlichen Ver- 
hiltnissen die Bildung von Harnstoff vermisste und Gottlieb 
mit der Oxalsiiuremethode auch quantitativ keine Harnstofl- 
zunahme beobachten konnte. 

Auch der iither-alkohollésliche Kérper Loewirs ist aus- 
zuschliessen. Dass es sich um ihn handeln kénnte, war von 
vorneherein unwahrscheinlich, weil bei der Moerner-Sjoe- 
quist’schen Methode, mit der Loewi gearbeitet hatte, vor der 
Aetheralkoholextraction der Theil des Stickstofls entfernt wird, 
welcher bei 40° mit Magnesia zu vertreiben ist. Sicher aus- 
schliessen konnte ich den Loewi'schen Korper deshalb, weil 
ich bei Versuchen mit Glycocollzusatz keine Mehrbildung von 
Amidstickstoff nachweisen konnte. 

Schliesslich konnte es sich um Ammoniak?) handeln, was 
sich auch durch Versuche, in denen die Magnesiamethode und 
die Schlésing’sche nebeneinander benutzt wurden, sicher- 
stellen liess. 


Versuchsprotokoll V. Frischer Lebersaft vom Hund wird am 
25. IV. 1899 mit Magnesia destillirt und Kontrollproben 5 Tage nach 
Schlésing mit Kalkmilch behandelt. Ebenso wird mit einer Anzahl 


1) Arch. f. exper. Pathol., Bd. XLII. 1899. 

2) Harnstoff zerlegt sich beim Kochen mit Wasser, ob Magnesia 
zugegen ist oder nicht (vergl. Salaskin und Zaleski, diese Zeitschr., 
Bd. XXVIH, S. 76). Ich habe bei vielstiindigem Kochen von Harnstoff 
init Magnesia etwa die Halfte des Stickstoffs im Destillat nachweisen 
kinnen; wahrscheinlich lasst sich bei noch lingerer Einwirkung von 
Wasser auf Harnstoff in Gegenwart von Magnesia die Spaltung noch 
weitertreiben. Jedenfalls ist anzunehmen, dass ein Theil unserer kleinen 
Anfangswerthe vom Harnstoff herstammt. 

3} Bezw. um sehr leicht zersetzliche Siureamide. — Wir besitzen 
zur Zeit keine Methode, um diese von Ammoniak sicher zu trennen. 


Proben am 9. V. 1899 verfahren, nachdem ein Aufenthalt im Brutschrank 
unter Toluolzusatz vorausgegangen war. 


Magnesiawerthe : Schlosingwerthe : 
Vor der Digestion (25. IV.): 
0.0009 N 0,0001 ¢ N 
O.0013 » » — 0,0003 » » 
0.0013 > 0.0000 » >» 
O.008 » O.0003 >» » 
Durchschnitt O,OOLL g N 0,0000 g N. 
Nach der Digestion (9. V.): 
0.0019 N 0.0014 N 
0,0017 > » 0.0009 » » 
0,0025 » » 0.0007 >» » 
O,0019 » » » » 
0.0020 g N 00,0010 N. 
Versuchsprotokoll VI wie voriges. 
Magnesiawerthe : Schlésingwerthe: 
Vor der Digestion (29, V. 1899): 
0.0009 g N 0,0006 g N 
0.0013 » 0,0008 » 
» 0.0005 » » 
0.0011 g N 0.0006 g N 


Nach der Digestion (19. VI. 1899): 


0.0013 g N 
0.0024 g > 
0.0027 » » 


0,0009 g N 
0.0013 » » 
» » 


0,0021L g N 


0.0012 N. 


Aus diesen Versuchen geht also hervor, dass Ammoniak 
bei der Digestion des Lebersaftes entsteht und die Zunahme 
der Magnesiawerthe mindestens zum Theil darauf zu be- 
ziehen ist. 

Fermentative Ammoniakbildung innerhalb der thierischen 
Zellen oder iiberhaupt das Vorkommen von  ammoniak- 
abspaltenden Fermenten in den thierischen Zellsiften ist meines 
Wissens bisher nicht beschrieben worden, auch iiber die Ver- 
dauungsfermente ist in dieser Richtung nur wenig bekannt. 
Fiir das Pepsin hat E. Zunz') gezeigt, dass es aus dem Ei- 
weiss Stickstoff abspaltet, der mit Magnesia direkt destillirbar 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIII, 1899. 
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ist. Ebenfalls mit Magnesia austreibbaren Stickstoff fand schon 
vor langerer Zeit Hirschler?) bei der Trypsinverdauung von 
Fibrin, und Stadelmann?) konnte zeigen, dass diese Ab- 
<paltung keine Fiiulnisserscheinung ist. 


III. Aus welchem Material stammt das in der Leber neu 
gebildete Ammoniak? 


Bereits friiher ist erwiithnt worden, dass sich auch nach 
der Entfernung der leicht diffusiblen Substanzen durch Digestion 
bei Korpertemperatur noch eine Zunahme des Amidstickstoffes 
erzielen liess. 

Da ebensowenig Zusiitze von Leberglobulinldsungen wie 
von Extractivsubstanzen der Leber Ergebnisse lieferten, auch 
Versuche, das Material zur Ammoniakbildung zusammen mit 
dem Ferment auszusalzen, nicht zu Resultaten fiihrten, so blieb 
nur tbrig, zu untersuchen, wie sich vor und nach dem Auf- 
enthalt) des antiseptisch behandelten Leberbreies Brut- 
<chrank die Stickstoffvertheilung in demselben gestaltet. 

Zuniichst gebe ich die Daten einer derartigen Ver- 
-uchsreihe. 

Versuchsprotokoll VII. Am 5. VI. 1899 wird die Leber eines 
eben getédteten Hundes fein zerhackt, von dem gleichmissigen Brei 
mehrere Proben von einigen Gramm Gewicht zur Gesammtstickstoff- 
hestimmung entnommen, 100 g mit Toluolwasser bis zum 23. VI. in den 
hrutschrank gethan, 100 g mit stickstofffreiem Zinksulfat unter Hinzu- 
‘igung von einigen Cubikcentimetern Schwefelsiure gesiittigt, im Filtrat 
der Gesammtstickstoff bestimmt. Da Albumosen in der frischen Leber 
nicht vorkommen, so konnte die Differenz zwischen Gesammtstickstoff 
und dem Stickstoff des Zinksulfatfiltrates als Eiweissstickstoff angesehen 
werden. 

Mehrere Proben des Filtrates wurden ferner mit concentrirter 
Salzsiure 8 Stunden auf dem Sandbade gekocht, dann wurde durch De- 
stillation mit Magnesia der Amidstickstoff bestimmt. Indem ausserdem 
das Zinksulfatfiltrat direkt mit Magnesia destillirt und so der direkt aus- 
‘reibbare Stickstoff besonders bestimmt wurde, konnte durch Subtraction 
der durch Siéure abspaltbare Amidstickstoff ermittelt werden, 

Da es zu weitliiufig sein wiirde. all die einzelnen, iibrigens unter 

1\ Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. X, 1886. 

*) Zeitschr. f. Biologie, Bd. XXIV, 1888. 
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einander gut stimmenden Kontrollanalysen wiederzugeben, so mégen nur 
die Resultate tabellarisch zusammengestellt werden. 

Bemerkt sei noch, dass am Schluss des Versuches mit der digerirten 
Portion ebenso verfahren wurde. Etwa neu gebildete Albumosen wiirden 
hier in die gleiche Fraction wie das Eiweiss fallen, quantitativ ist das 
jedoch sicherlich unerheblich. 

Beginn des Versuches 5. VI. 1899. 


durch Séure abspaltbarer Amidstickstoff .. . 1,862 0 
direkt austreibbarer 0,42° 


101,53 


Schluss des Versuches 23. VI. 


durch Siiure abspaltbarer Amidstickstoff . . 3,294 


101,25 °/o. 
Versuchsprotokoll VIII. In einem anderen Versuche wurde 
nur der Eiweiss- und der leicht austreibbare Amidstickstoff bestimmt. 
der Reststickstoff nur berechnet. 
Beginn des Versuches 5. I. 1900. 


direkt austreibbarer Amidstickstoff. 1.13 
berechneter Reststickstoff. . . . - 4,68? 


Schluss des Versuches 19. I. 1900. 
Fiweiss-(Albumosen-)Stickstoff . 274620 
direkt austreibbarer Amidstickstoff. . 5,63° 
berechneter Reststickstoff. .......... §66,91% 
Versuchsprotokoll IX. In einem dritten Versuche wurde er- 

mittelt, dass am Beginn des Versuches am 17. V. 1899 in 100 g Leber 
0,235 g mit Zinksulfat und Schwefelsiure nicht aussalzbarer Stickstofi 
vorhanden war, am 30. V. aber in 100 g Leber 1,656 g. 

Bevor wir das Resultat dieser Versuche zusammenfassen, 
miissen wir bemerken, dass am Schluss der Versuche die 
Restfraction sicherlich auf eine ganze Reihe von_ stickstoll- 
haltigen Substanzen zu beziehen ist, dass aber neben Purin- 
basen und Diamidosiiuren den gréssten Antheil Amidosiuren 
darstellen. Auffallend ist — worauf spiiter noch zuriickgegriffen 
werden muss —, dass schon bei Beginn der Versuche dir 
Restfraction nicht so ganz unbedeutend ist. Dieser Befund 
steht niimlich in einem gewissen Widerspruch dazu, dass 1! 
frischer Leber qualitativ keine Spur von Amidosiiuren nacii- 


gewiesen werden konnte. Es ist daher im Auge zu behalten, 
dass in der frischen Leber diese Fraction im Wesentlichen 
aus anderen Substanzen bestehen diirfte. 

Wie dem auch sei, das unmittelbare Resultat dieser Ver- 
suche liisst sich folgendermassen zusammenfassen: Die Eiweiss- 
substanzen nehmen wiihrend des Versuches betriichtlich ab, 
die Restfraction und der leicht austreibbare Stickstoff nimmt 
cleichzeitig nicht unerheblich zu. Dieser Parallelismus macht 
es Wahrscheinlich, dass die Zunahme speciell des Amid- 
=tickstoffes auf Kosten von Eiweiss erfolgt. Doch kann zuniichst 
auf Grund der gefundenen Werthe die Moéglichkeit, dass der 
Ammoniakstickstoff aus dem Stickstoff der Restfraction hervor- 
geht, nicht ausgeschlossen werden. 

Von physiologischen Gesichtspunkten aus ist es jedoch 
vor Allem wichtig, zu wissen: wird in der Leber Amidstick- 
stoff aus Amidosiiurenstickstoff gewissermassen durch eine 
Lockerung der NH,-Bindung gebildet, und in welchem Umfange ? 
Das kommt fiir den Stoffwechsel in erster Linie in Betracht, 
wihrend es in dieser Hinsicht minder wesentlich ist, ob es 
sich bei der Muttersubstanz um Amidosiiuren oder um com- 
plexere Bruchstiicke des Eiweissmolekiils handelt. 

Um diese Frage zu entscheiden, wurde gepriift, ob im 
Lebersaft bei der Digestion der festgebundene, den Amido- 
siiuren angehdrige Stickstoff keine Veriinderung erfiihrt. Zu 
dem Zwecke wurde vor und nach Beendigung der Digestion 
eine Bestimmung des durch Séure nicht abspaltbaren Stick- 
stoffs vorgenommen. Die Eiweisskiérper wurden, der Frage- 
stellung dieser Versuche entsprechend, natiirlich nicht entfernt. 

Es ergab sich Folgendes: 

Versuchsprotokoll X. 
In dem Versuch betrug in °/o des Gesammtstickstoffs ausgedriickt: 


Am Beginn Am Schluss 
der der 
Digestion | Digestion 


Der durch Siiure abspaltbare Amidstickstoff. . . 4,7 %o 9,3 
Ver direkt austreibbare Amidstickstoff ...... | 


Der gesammte Amidstickstofi. . 9.6% o 15,5 °/o 
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Versuchsprotokoll XI. 


Am Beginn Am Schluss 
der | der 
Digestion | Digestion 


Der durch Saure abspaltbare Amidstickstoff. . 8.7°%o | 6,3 


Der direkt austretbbare Amidstickstoff . . . 26% | 9.4% 


Der gesammte Amidstickstoff. .  11,3°%0 14, 

Der gesammte Amidstickstoff hat also in beiden Ver- 

suchen deutlich zugenommen, es geht also fest gebundener 

Stickstoff in Amidstickstoff iiber. Dieses Resultat steht mit 

der Beobachtung Loewi's in Einklang, dass Glycocoll 

bei der Digestion mit Leberfermentlosung einen Korper 
umwandelt, der leicht abspaltbaren Stickstoff aufweist. 


IV. Beziehung der beschriebenen fermentativen Vorgange zu 
Salkowski’s Autodigestion. 


Die im vorigen Kapitel wiedergegebenen Versuche haben 
gezeigt, dass zwischen der Abnahme der Eiweisskérper und 
der Abspaltung von Ammoniak in der Leber ein ausgesproche- 
ner zeitlicher Parallelismus besteht, und dass die Ammoniak- 
bildung auch mit dem von Loewi studirten Process in Be- 
ziehung zu bringen ist. Indem ich zuniichst auf eine weitere 
Priifung der Frage, ob wir es hier mit einer” einheitlichen 
Fermentwirkung zu thun haben, verzichtete, ging ich daran, 
zu untersuchen, ob diese Vorgiinge mit der von Salkowski 
entdeckten und von ihm und seinen Schiilern  studirten Auto- 
digestion in Zusammenhang stehen. 

Die Arbeit Salkowki's, die anscheinend trotz ihrer 
grossen Bedeutung nicht hinreichende Beachtung in der Litteratur 
gefunden hat, bildete den Ausgangspunkt fiir unsere jetzt zu 
besprechenden Versuche. 

Man gewinnt bei einem Ueberblick tiber die bei der 
Autodigestion gegebenen Vorgiinge den Eindruck, dass wir hier 
eine fundamental wichtige Einrichtung des Organismus yor 
uns haben, eine Einrichtung, welche mit Hiilfe fermentativer 
Umsetzung den Abbau des Zelleiweisses in den Organen 1 
der Weise ermoglicht, dass aus geformtem Zellmaterial 
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liches, aus nicht diffusiblen Bestandtheilen diffusible und daher 
leichter aus den Organen zu eliminirende Produkte gebildet 
werden. 

Im Hinblick auf diese Auffassung mochte ich vorschlagen, 
Vorgiinge dieser Art, die sich nicht nur bei postmortaler 
Digestion, sondern, wie ich Gelegenheit haben werde, zu zeigen, 
auch im lebenden Organismus vollziehen und beim normalen 
Abbau der Gewebe eine massgebende Rolle spielen diirften, als 
autolvytische zu bezeichnen, wobei die Analogie mit anderen, 
zum Theil direkt hierher gehédrigen Vorgiingen, wie Karyolyse, 
Hiimolyse u. s. w. deutlicher hervortritt als bei Verwendung 
der von Salkowski_ vorliiufig gewiihlten Bezeichnung «Auto- 
digestion», bei welcher man unwillkiirlich hauptsichlich an die 
experimentelle Digestion extra corpus denkt. 

Zuniichst mégen in Kiirze die einschligigen Befunde von 
Salkowski, Schwiening und Biondi wiedergegeben werden. 

Salkowski?) fand, dass mit Chloroformwasser digerirter 
Leberbrei Veriinderungen der Art erleidet, dass organische 
und insbesondere stickstoffhaltige Substanz in Loésung 
geht. Da vor der Digestion gekochte Leber diese Erscheinung 
nicht zeigt, ist anzunehmen, dass es sich um eine Ferment- 
wirkung handelt. Bei dieser Selbstverdauung der Leber sah 
Salkowski Leucin und Tyrosin auftreten. Ausserdem werden 
in der Arbeit ihnliche Beobachtungen iiber Hefe- und Muskel- 
autodigestion, sowie tiber das Verhalten der Nucleine mitgetheilt, 
auf die in dieser Arbeit nicht eingegangen werden braucht. 

Schwiening?) stellte dann fest, dass mikroskopisch 
zellfreie Filtrate dieselben Veriinderungen erleiden, wodurch 
die Enzymnatur des Vorgangs noch mehr sichergestellt wurde, 
iusserdem studirte Schwiening den Einfluss des Alkali auf 
die Autolyse. 

Aus der Arbeit von Biondi,’) der nach verschiedenen 
lichtungen die Arbeiten Salkowski’s und Schwiening’s 


1; Zeitschr. f. klin. Med. 1891. Suppl. 
2) Virchow’s Archiv. 1894. 
3) Virchow’s Archiv. 1896. 
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weiterfiihrte, sei hier nur Einiges hervorgehoben. Biondi 
zeigte, dass man ausser den Organen der von Salkowski 
benutzten Versuchsthiere (Hund und Kaninchen) auch jene 
anderer Thiere, z. B. Kalbsleber, zu den Experimenten_ tiber 
Autodigestion benutzen kann. Ferner konnte auch Autolyse 
nachgewiesen werden, wenn man an Stelle von Chloroform 
andere Antiseptica anwandte, so dass der Einwand, es handle 
sich um Chloroformwirkung, nicht erhoben werden kann. 
Endlich stellte Biondi vergleichende Untersuchungen iiber die 
Wirkung der Autodigestion der Leber und die Einwirkung von 
Trypsin auf Leber an und fand neben quantitativen Unter- 
schieden, auf die er mit Recht wenig Werth legt, auch qualitative 
Verschiedenheiten. Als wesentlichsten Unterschied sieht er 
an, dass bei der Autodigestion in seinen Beobachtungen kein 
Tryptophan gebildet wurde, wiihrend Tryptophanbildung ein 
regelmiissiger Befund bei der Pankreasverdauung ist. 

So viel auch, wie ich weiter unten zeigen kann, fiir die 
Anschauung Salkowski’s, die Biondi mit dieser Beobachtung 
gegen Neumeister stiitzen wollte, spricht, dass nimlich die 
Leberzellen ein eigenes, eiweissspaltendes Ferment bilden, so 
miissen wir doch unten Beobachtungen mittheilen, welche 
darthun, dass hier in Bezug auf die Bildung von Tryptophan 
auch nur quantitative resp. zeitliche Differenzen gegeniiber 
dem Trypsin bestehen. 


V. Ueber die bei der Autolyse der Leber auftretenden Produkte. 


Wenn nun im Folgenden einige eigene Beobachtungen 
mitgetheilt werden sollen, so werde ich nicht tiber saémmtliche 
in dieser Richtung angestellten Versuche ausfiihrlich berichten, 
da Vieles — wenn auch mit anderen Methoden gewonnen — 
lediglich eine Bestiitigung der Angaben Salkowski’s und seiner 
Schiller brachte. Ich werde nur das herausgreifen, was als 
Ergiinzung oder Weiterfiihrung der bisherigen Kenntnisse an- 
gesehen werden kann. 7 

Salkowski hat bereits hervorgehoben, dass anscheinen( 
ausser Leucin und Tyrosin und den aus den Nucleinen 
stammenden Purinbasen bei der Autolyse noch andere 
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stickstoffhaltige Produkte gebildet werden.  Dafiir sprechen 
die quantitativen Versuche. 

Albumosen werden — wenn tiberhaupt —- sicher nur 
in geringer Quantitiit gebildet, wie ich mich in Bestiitigung 
der friiheren Angaben tiberzeugt habe. Auch scheinen sie nur 
ganz voribergehend vorhanden zu sein, da sie iilteren 
Digestionsfliissigkeiten in mehreren Versuchsreihen ganz ver- 
misst wurden. 

Peptone wurden, wie von Salkowski ete., auch von 
mir nicht gefunden. 

In Bezug auf die tiefer stehenden Produkte wiire es 
Aufgabe einer systematischen Untersuchung, nach all’ den 
Substanzen zu fahnden, welche bei der Einwirkung anderer 
spaltender Agentien und namentlich der Verdauungsfermente 
aufgefunden worden sind. Im Rahmen dieser Arbeit konnten 
derartige Versuche nur kleinsten Umfange  angestellt 
werden. 

Bereits ausfiihrlich mitgetheilt sind die Beobachtungen 
iiber die Bildung von Ammoniak und Amidstickstoff bei 
der Autolyse (siehe voriges Kapitel). Hier konnte auch der 
quantitative Antheil festgestellt werden. 

Ferner werden basische Produkte gebildet. Man er- 
hilt nach vollkommener Entfernung der Eiweisskérper, ein- 
schliesslich etwa_ gebildeter Albumosen, mit Phosphorwolfram- 
siiure sehr massige Niederschliige, in der frischen Leber nur 
geringfiigige. Auch nach Entfernung des Ammoniaks mit 
Magnesia ist noch mit Phosphorwolframsiure fiillbare Substanz 
nachweisbar. Ob es sich dabei nur um die Bildung von 
Purinkérpern handelt oder auch anderer Basen, bleibt) noch 
zi untersuchen. Mit Benzoylchlorid und Aetznatron  erhiilt 
man reichliche Massen eines bei alkalischer Reaction unlos- 
lichen Niederschlages. Derselbe ist in Aethyl-. und Methyl- 
alkohol und in Chloroform léslich, kann mit Wasser und mit 
Ligroin aus den Loésungen gefiillt werden. Die Benzoyl- 
verbindung ist  stickstoffhaltig, liefert bei der Kalischmelze 
kein Skatol und geht leicht in eine schmierige Masse iiber. 

Von Amidosiuren wurde neben relativ grossen Quan- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 11 
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titiiten von Leucin und Tyrosin auch Glycocoll mit an 
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit nachgewiesen. 

Versuchsprotokoll XII. Die Verdauungsfliissigkeit wurde zu- 
nachst durch Filtriren von den festen Bestandtheilen befreit, dann ein- 
geengt. Grosse Quantitiiten Tyrosin werden durch Abfiltriren entfernt, dann 
wird das Filtrat mit Benzoylchlorid und Aetznatron tiichtig geschiittelt. die 
bei alkalischer Reaction ausfallenden Massen werden abfiltrirt, das Filtrat 
wird anyesiiuert und mehrfach mit Essigiither und Aether extrahirt. 
Mit Ligroin wird die Benzoesiiure entfernt, wobei die nicht in das Ligroin 
iibergehende Substanz deutlich ausgefallt wird. Endlich wird die ather- 
losliche Fraction mit Benzaldehyd unter Hinzufiigung von Natriumacetat 
und Essigsiureanhydrid nach den Angaben von Erlenmeyer jun! 
und Spiro?) condensirt. Man erhilt schéne, seidenglanzende Nadeltn. 
Dieselben werden aus heissem Alkohol, in dem sie léslich sind, zwei 
Mal umkrystallisirt. Die Krystalle schmelzen bei 160°, wiahrend der 
Schmelzpunkt des Lactimids, das Erlenmeyer jun. als Condensations- 
produkt aus Hippursiure und Benzaldehyd erhalten hat, bei 165—16" 
schmilzt. Weiteres Umkrystallisiren, das wohl den Schmelzpunkt in die 
Hohe gebracht hitte, wurde durch einen zufalligen Verlust des Materials 
verhindert. 


Dieser Befund des charakteristischen Lactimids zeigt 
an, dass Hippursiiure in der Losung vorhanden war. Da you 
mir niemals Amidosiiuren in der frischen Leber gefunden 
wurden, Hippursiiure in der Rindsleber nicht nachgewiesen 
worden ist, auch Glycocholsiiure, falls Spuren vorhanden sein 
sollten, durch das angewandte Verfahren nicht wiirde ge- 
spalten werden, so ist es das Naheliegendste, das gefundene 
Glycocoll als autolytisches Produkt der Leber aufzufassen. 

Das Vorkommen von Glycocoll unter den Digestionsprodukten 
der Leber diirfte physiologisches Interesse haben. Seitdem Spiro ge- 
zeigt hat, dass Glycocoll ein Spaltungsprodukt einer griésseren Anzalil 
von Eiweisskirpern ist, erscheint es nicht tiberraschend, wenn bei der 
Autolyse der Leber neben Leucin und Tyrosin auch Glycocoll auttritt, 
Da ferner die Glycocholsiure in der Leber des lebenden Thieres gebildet 
wird, liegt die Vermuthung nahe, dass auch das an Cholsiéure gebundene 


Glycocoll ein Produkt des autolytischen Processes ist. 
Ferner ist es namentlich nach den Untersuchungen von Wiener’) 


1) Berichte der chem. Gesellsch. Bd. 25 — 30. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. XXVIII, 1899. 
3) Arch. f. exper. Pathol., Bd. XXXX u. XXXXII, 1898 u. 1899. 


und Weiss1) wahrscheinlich, dass Glycocoll aus Harnsiure, und Harn- 
siiure aus Glycocoll im Organismus gebildet werden kann; da nun eben- 
falls nach Wiener in der Rindsleber eine gleichzeitige Entstehung und 
Zerstérung von Harnsiure angenommen werden darf, so ist es mig- 
lich, dass Glycocoll in der Leber Vorstufe wie Abkimmling der Harn- 
siiure ist. 

Schhesslich sei noch daran erinnert, dass Loewi das Glycocoll 
durch das Richet’sche Leberferment in einen Ather-alkoholléslichen, 
stickstofihaltigen Kérper tiberfiihren konnte, und dass Glycocoll sehr voll- 
kommen im Organismus in Harnstoff umgewandelt wird. 

Bei mehreren Versuchen sah ich als einen Hinweis auf 
ein weiteres Produkt wiihrend der Autolyse die Tryptophan- 
reaction auftreten. Wiihrend die frische Leber mit Brom- 
wasser keine Reaction gab, erhielt man nach ca. 14 tigiger 
Selbstverdauung mit Bromwasser eine. starke Violettfiirbung. 
In anderen Fallen wurde keine Bromreaction beobachtet. Auch 
Biondi hat sie nur dann gefunden, wenn sie schon in der 
frischen Leber vorhanden war. Wahrscheinlich tritt sie erst 
spit und auch dann nur voriibergehend auf. Ihr Fehlen kann 
jedenfalls nicht als Unterscheidungsmerkmal der Leberautolyse 
gegeniiber der Trypsinwirkung gedeutet werden. 

Soweit es gestattet ist, die mit Leberausziigen erhaltenen 
proteolytischen Vorgiinge mit Trypsinwirkung zu vergleichen, 
so ergeben sich als unterscheidende Momente : 

1. Der Verlauf der autolytischen Spaltung ist ein lang- 
samer, trozdem tritt die Bildung von Albumosen da- 
bei zuriick, wahrend die Bildung von Endprodukten 
iiberwiegt. 

2. Dabei erfolgt eine Ueberfiihrung von fest gebundenem 
Stickstoff in locker gebundenen, was bei der Trypsin- 
verdauung nicht der Fall oder wenigstens bisher nicht 
bemerkt ist. 

3. Das proteolytische Ferment der Leber wirkt aus- 
lesend, nicht auf alle, sondern nur auf bestimmte 
Eiweissstoffe ein (s. nachstes Kapitel). 

Das Bestehen dieser Differenzen wirde ganz gut damit 

im Einklang stehen, dass beiden Fermenten im Organismus 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXV, 1898. 
11* 
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auch verschiedene Functionen zufallen (dem Trypsin Vor- 
bereitung der Nahrungsstoffe fiir die Resorption und Assimi- 
lation, der Autolyse der Abbau des Organeiweisses und Vor- 
bereitung zur Harnstoffbildung). Man darf jedoch auch nicht 
ausser Acht lassen, dass im Leberauszug mehrere Fermente 
vorhanden sind, und dass mdglicher Weise die beobachteten 
Wirkungen erst durch ihr Zusammenwirken zu Stande kommen, 
wobei dann eine Uebereinstimmung mit der isolirten Trypsin- 
wirkung nicht zu erwarten ist. 

Vorliiufig ist jedenfalls die Identitaét des Trypsins und des 
Ferments derLeberautolyse nicht bewiesen, und es liegt kein 
ausreichender Grund vor, eine derartige Identificirung vorzu- 
nehmen. 

Anhangsweise seien einige urspriinglich aus anderen Griinden aus- 
gefiihrte Versuche tiber Autolyse der Vogelleber erwiihnt. 

Chassevant und Richet haben in der Annahme, dass a priori 
ein «ferment uropoiétique» in der Vogelleber nicht zu erwarten wire, 
geprift, ob die Vogelleber ein harnstoffbildendes Ferment besitzt. Sie 
verneinen es, da sie keine Abnahme zugesetzter Harnsiure feststellen 
konnten.1) (Compt. rend. de la société de biol., 1898, Nr. 32.) 

Ich habe gefunden, dass die Ganseleber bei der Autolyse Leucin 
und Tyrosin und daneben basische Produkte liefert, deren Natur aus 
Mangel an Material nicht ermittelt werden konnte. 


VI. Welche Eiweissstoffe unterliegen der autolytischen Spaltung? 


Da die gefundenen Produkte der Autolyse sich als Spal- 
tungsprodukte von Proteinstoffen herausstellen, so ist zunichst 
die Frage zu priifen, welche Eiweisskérper der Leber durch 
das autolytische Ferment vorzugsweise angegriffen werden. 

Zu diesem Zwecke habe ich nachstehenden Versuch aus- 
gefiihrt : 


Versuchs-Protokoll XII. Eine gréssere Quantitaét Leberbre! 
wird mehrere Monate mit Toluolwasser bei Brutschranktemperatur sicn 
selbst iiberlassen. Nach einigen Wochen wird der ungeliste Riickstand 
durch Filtriren entfernt, wiederum nach einer Woche die Hauptmasse 
der diffusiblen Produkte durch Dialyse gegen fliessendes Wasser beseitizt 


1) Es mag hier iibrigens auf ein Missverstindniss der Autoren hin- 
gewiesen werden. Sie schreiben, Loewi habe das Vorkommen eines 
harnstoffbildenden Ferments in der Leber der Siéuger bestitigt; es !*' 
dafiir zu setzen: «nicht bestiatigt>. 
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und die Verdauung im Brutschrank fortgesetzt, nachdem durch Kochsalz- 
zusatz ein Salzgehalt von etwa 1°o hergestellt war. Wahrend der Dialyse 
bildet sich in der Fliissigkeit ein Niederschlag, der auch nicht nach dem 
Kochsalzzusatz verschwindet, sondern bei der fortgesetzten Digestion noch 
zunimmt. Schliesslich wird nach drei Monaten festgestellt, dass die 
Eiweissspaltung ihren Abschluss gefunden hat. 

Sodann wird der Niederschlag durch Filtriren von der Lésung ge- 
trennt. Er ist von dunkler Farbe, in Wasser ganz unloslich. Derselbe 
wird mit viel Wasser gewaschen; er ist in der Kilte weder in Natron- 
lauge, noch in Essigsiiure, auch ber starker Concentration der Losungs- 
mittel léslich. Beim Kochen mit Natronlauge lést sich der Niederschlag, 
kann dann mit Essigséiure wieder ausgefallt werden und ist nunmehr im 
Ueberschuss von Essigsiiure léslich. Beim Kochen mit Essigsiéure bleibt 
er ungelost. 

Die Substanz enthiilt eine nicht unbetriichtliche Menge Phosphor. 

Die Xanthoproteinreaction ist deutlich positiv. 

Die Molisch’sche Probe, die Reaction von Tollens mit Phloro- 
glucin und Salzsiiure und die Millon’sche Reaction fallen negativ aus. 

Mit Pepsinsalzsiiure wird eine Probe in 24 Stunden bis auf einen 
veringen Rest verdaut. Der Rest sowohl, wie auch die in Lésung ge- 
gangene Portion ist phosphorhaltig. 

Neben diesem unléslichen Kérper, der wahrscheinlich ein Gemisch 
von Nucleinen mit einem Gobulin und vielleicht noch mehr Substanzen 
darstellt, findet sich in der Lésung ein coagulabler Eiweisskérper. Der- 
selbe wird durch Ammonsulfat erst bei einer Siittigung von tiber 60°%o 
ausgesalzen, die Coagulation durch Hitze beginnt bei 75°, wihrend bei 
80° deutlich Flocken gebildet werden. Der mehrfach durch Aussalzung 
und wiederholtes Lésen gereinigte Kérper gibt eine deutliche Reaction 
mit Millon’s Reagens, eine schwache Xanthoproteinreaction, keine Spur 
von Reaction mit a-Naphtol und Schwefelsiiure. Der ldsliche Eiweiss- 
korper zeigt somit im Ganzen das Verhalten eines Albumins. 

Albumosen werden nicht gefunden. 

Das Auffallendste dieses Resultates diirfte sein, dass sich 
keine Spur von Globulin mehr in der Lésung befand, wiihrend sich 
in einem nicht verdauten Leberauszug, auch nach starker 
Dialyse und auch ohne neven Salzzusatz, immer noch reichlich 
ein Eiweisskérper nachweisen  liisst, der sich in Bezug auf 
Aussalzbarkeit wie ein Globulin verhiilt. 

VII. Versuche zur Isolirung des bei der Autolyse wirksamen 
proteolytischen Fermentes. 

Wenn wir die Wirkungen der Autolyse ins Auge fassen, 
so sehen wir durch sie Spaltung von Eiweiss, daneben Bil- 
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dung von Amidosiuren und Ammoniak erfolgen. Sicherlich, 
sind diese Leistungen von physiologischem Interesse, da der 
beim Absterben von Zellindividuen oder Zelltheilen in’ der 
Norm erfolgende Abbau der Eiweisskérper und die Bildung 
wichtiger intermediarer Produkte auf die Wirkung von Organ- 
fermenten zuriickgefiihrt erscheint. Genauere Studien tiber dic 
Wirkungen der dabei thiitigen Fermente werden aber. ers! 
moglich sein, wenn thre Isolirung einigermassen gelungen sein 
wird. 

Im Folgenden soll tiber solche Isolirungsversuche berichtet 
werden. 

Nach Analogie anderer Fermente war anzunchmen, dass 
das autolytische Leberferment aussalzbar sein wiirde. 

Die Leber wurde daher zuniichst mit Toluolwasser der 
Autolyse tiberlassen. Hierbei gingen, wie in den friiher wieder- 
gegebenen Versuchen, grosse Quantitiiten aussalzbarer Sul- 
stanzen nicht aussalzbare iiber, und man_befreite so das 
Ferment von vorne herein von grossen Massen anhaftender 
Substanz. 

In der That wurde dann erst oberhalb einer 60° oigen 
Siittigung mit) Ammonsulfat?; in dem 14 Tage digerirten 
Leberauszug ein Niederschlag erhalten. Nachdem Salz 
zur Siittigung zugefiigt worden war, setzte sich allméahlich ein 
reichlicher Niederschlag ab, der nach dem Abfiltriren in Wasser 
gelost: wurde. 

Diese LOsung war klar und wirkte deutlich verdauend 
auf Leberbret. 

Versuchsprotokoll XIV. Von der Lésung werden 2 Portionen 
iu 50 cem., von denen die eine vorher gekocht wird, mit je LOO g frischer 
Hundeleber und 30 ccm. Wasser und einer reichlichen Quantitét Toluo! 
zusammengebracht und 16 Stunden bet Brutschranktemperatur gehalten. 
Dann wird in beiden Kontrollversuchen soregfiltig enteiweisst und in den 
Filtraten der nicht coagulable Stickstoff bestimmt. 

Leber -— gekochtes Ferment ergab 0,688 nicht coagulablen Stickstolf 
>» ungekochtes » >» 1,124 » > 


1) In Uebereinstimmung mit den im vorigen Kapitel mitgetheilten 
Versuchen iiber die Betheiligung der einzelnen Lebereiweisskérper an (ler 
Autolyse. 


— 167 — 


Versuchsprotokoll XV. Die Leber eines eben getédteten 
Hundes wird zerhackt. Der Brei wird mit 25 cem. ‘10 Normalschwefel- 
siiure durchmischt und 2 Stunden so belassen. Dann neutralisirt man 
die Siiure durch eine entsprechende Quantitét Normalnatronlauge und 
wiigt von dem so behandelten Brei zwei Portionen & 200 ¢ ab. Zu beiden 
werden je d0cem. Fermentlésung (wiederum die eine Probe vorher gekocht) 
hinzugethan und nun wird wie im vorigen Versuche verfahren mit dem Unter- 
schiede, dass der Aufenthalt im Brutschrank auf 3 Tage ausgedehnt wird. 

Es wurde nicht coagulabler Stickstoff gefunden : 

Leber —- gekochtes Ferment 2,542 ¢ 
—- ungekoclites > 3.604 

Bei volikommener Siittigung mit Ammonsulfat wird also 
ein Ferment ausgezalzen, das deutlich auf Leberbrei verdauend 
einwirkt. Bei 80° o Siéittigung mit Ammonsulfat wurde in 
einem anderen Versuche nichts erhalten. Das Ferment scheint 
also erst bet vollstiindiger Siittigung mit Ammonsulfat ausgesalzen 
zu werden. 

Diese Feststellang beansprucht) von verschiedenen Ge- 
=ichtspunkten aus Interesse. Zunichst wird es nunmehr nicht 
unmoglich sein, der Isolirung des Fermentes weiter zu 
kommen. Ferner ist) hervorzuheben, dass dieses Verhalten 
durchaus mit dem Verhalten des in der Wirkung so iihnlichen 
Pankreastrypsins tibereinstimmet. Endlich ermoéglicht uns das 
Aussalzungsverfahren eine scharfe Trennung dieses Lebertryp- 
sins von der Aldehydase der Leber, was fiir physiologische 
Versuche von Wichtigkeit ist. 


Zu dem letzten Punkte sei hier gleich bemerkt, worauf 


in einer folgenden Mittheilung in anderem Zusammenhange noch 
wird eingegangen werden, dass die Aldehydase durch Autolyse 
nicht zerst6rt wird: in Leberausziigen, welche liingere Zeit 
digerirt waren, wurde sie noch deutlich wirksam angetroffen. 


VIII. Wirkung der durch Autolyse erhaltenen Lésungen auf Hippur- 
saure, Harnstoff und Blutgerinnung. 


Neben der Isolirung des Fermentes ist) es fiir ein 
~pecielleres Studium der proteolytischen Leberfunction nothig, 
ioglichst einfach constituirte Substanzen aufzufinden, welche 
von Leberausziigen hydrolytisch gespalten werden und event. 
wis Reagentien zum Nachweis autolytischer Fermente dienen 
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konnten. Es wurden Versuche mit Hippursiiure und Harnstoff 


angestellt, die hier ihre Stelle finden sollen, weil die Leber- 
extracte aus ihnen Produkte abspalten (Glycocoll resp. Ammo- 
niak), die wir als Produkte der Autolvse kennen gelernt haben. 
Natirlich konnen wir vorliiufig nur aussagen, dass Leberausziige 
diese Substanzen spalten — ob das eine Leistung des proteo- 
lytischen) Fermentes darstellt, muss zuniichst unentschieden 
bleiben. 

Versuchsprotokoll XVI. Rindslebersaft, der bereits mehrere 
Wochen unter Toluolzusatz der Selbstverdauung ausgesetzt war, wird 
mit einem Tropfen diinner Sodalésung schwach alkalisch gemacht, dann 
init benzoesiurefreier Hippursiure versetzt. Nach viertiigigem Aufenthalt 
im Brutschrank wird durch Ausschiittelung mit Ligroin benzoesiure aus 
der Losung isolirt, deren Schmelzpunkt bei 119,5° liegt, wihrend reine 
Benzoesiiure ber 121° schmilzt. 

Versuchsprotokoll XVIL In einem zweiten gleich angestelllen 
Versuche wird ebenfalls Benzoesiiure gefunden. 

Schmiedeberg!) hat bereits vor liingerer Zeit gefunden, 
dass die Leber Hippursiiure spaltet, indem er sein’ Hippur- 
siiure spaltendes «Histozym» unter Cautelen, die Fiiulnissein- 
wirkungen unwahrscheinlich machten, in der Leber nachwies. 
— Minkowski?) fand das Schmiedeberg sche Histozym 
nicht in der Leber. 

Nach Neneki®) wird vom Pankreas Hippursiure gespalten, 
Gulewitsch?4) beobachtete bei Versuchen mit Trypsin, das 
vollig vom fettspaltenden Pankreasferment befreit war, keine 
Hippursiiurespaltung. — Da auch fiir die Leber eine lipolytische 
Function nachgewiesen ist, so muss die Frage, welches 
Ferment der Leber bei der Hippursiiurespaltung betheiligt ist, 
noch genauer untersucht werden. 

Die Spaltung von Harnstoff durch Lebersaft unter Bildung 
von Ammoniak lehrt folgender Versuch. 

Versuchsprotokoll XVIIL  Rindslebersaft, der einige Zeit mit 
Toluol aufgehoben war, wird in Portionen von je 40 cem. getheilt. Sodann 
werden folgende Kontrolllésungen hergestellt : 


1, Arch. f. exper. Path., Bd. XIV, 1881. 

2) Arch. f. exper. Path., Bd. XVID, 1883. 

3) Arch. f. exper. Path., Bd. XX, 1886 (nach Versuchen von Blans). 
4) Zeitschr. f. physiolog. Chemie, Bd. XXVII. 1899. 
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1. u. 2. 40 cem. Leberauszug 
4 » Ag. dest. 

3. u. 4 40 » Leberauszug 
40  reiner Harnstofflés. 


Toluol 


Toluol 


5. 20 »  derHarnstofflis. 

6. 40 »  derHarnstofflés. 

40» Aq. dest. 


Die Kélbchen mit den Lésungen werden 36 Stunden bei Brut- 
schranktemperatur gehalten. Danach kommen alle Proben auf 5 Tage 
in Schlésing’sche Apparate. 

Fs wird Ammoniak-Stickstoff gefunden: 

I. Leberauszug allein: 000-44 ¢ 
Il. Leberauszug +- 4) Harnstofflisung 0.0097 g 
Ill. 40 ecm. Harnstofflésung 0.0002 g 


g. 

Der Lebersaft hat also aus Harnstoff 0,0051 ¢ Ammoniak- 
Stickstoff gebildet. 4) 

Auf dieses Resultat komme ich in einer spiiteren Mit- 
theilung ber die Harnstoffbildung in der Leber noch zuriick; 
hier soll nur betont werden, dass wir danach im Harnstoff 
einen KoOrper besitzen, den wir gleichsam als Indicator bei 
weiteren Versuchen tiber Autolyse der Leber benutzen konnen. 

Die Beziehungen, welche in neuerer Zeit zwischen der 
gerinnungshemmenden Wirkung der Albumosen und der Leber- 
function?) gefunden worden sind, veranlassten mich, den Ein- 
fluss der autolytischen Ausziige auf die Blutgerinnung zu unter- 
suchen, 

Injicirte ich nicht zu kleine Quantitiiten durch Autolyse 
erhaltenen, proteolytisch wirksamen Lebersaftes in die Vena 
lemoralis eines Hundes, so veriinderte sich durchaus nicht 


1) Anm. bei der Correctur: Ein Versuch, bei dem die Ammoniak- 
bestinmungen nach der Methode von Nencki-Zaleski ausgefihrt 
wurden, bestitigte dieses Resultat; er zeigte, dass gekochter Lebersaft 
Harnstoff nicht spaltet und ergab endlich, dass 17,4%o des Harnstoff- 
Stickstoffs in Ammoniakstickstoff tibergefiihrt wurden. 

2) Litteratur s. bei Spiro u. Ellinger, Zeitschr. f. physiol. Chemie, 
Bd. NXIHW, 1897, welche wohl am einwandsfreiesten bewiesen haben, 
dass Witte-Pepton nicht direkt das Blut ungerinnbar macht, sondern erst 
nach Passage der Leber. — Eine sehr volistindige Litteraturiibersicht 
gibt auch Arthus, La coagulation du sang. 
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die Blutgerinnbarkeit, wiihrend das Thier auf Einspritzung von 
Witte-Pepton prompt reagirte. 

Positive Resultate gaben dagegen Versuche, bet denen 
direkte Mischung von Lebersaft mit Blut vorgenommen wurde. 

Versuchsprotokoll XIX. Lebersaft, der durch 36stiindige 
Dialyse gegen fliessendes Wasser von der Hauptmasse der diffusiblen 
Produkte befreit und nachher auf 1°/oigen Kochsalzgehalt gebracht war, 
wird mit Blut eines normalen Hundes zusammengebracht. Das Gemisch 
gerinnt sofort. Nach etwa ‘'/4 Stunde aber beginnt sich das Gerinnse| 
bereits zu lésen, und diese «<Fibrinolyse»> schreitet allmiéhlich immer 
weiter. 

Versuchsprotokoll XX. Ein anderer Lebersaft, aus die 
Produkte der Autolyse nicht durch Dialyse entfernt waren, verhindert 
etwa ‘2 Stunde die Gerinnung zugesetzten Hundeblutes schon in kleineren 
Quantititen. Dann tritt Gerinnung ohne nachtriigliche Fibrinolyse ein. 
Derselbe Lebersaft, nur vorher gekocht, verhiilt sich ebenso. 

leh verzichte auf eine Discussion dieser vereinzelten 
befunde, die eine Fortsetzung der Versuche wtinschenswerth 
erscheinen lassen, 


IX. Findet die autolytische Spaltung auch im lebenden Gewebe statt? 

Schliesslich wurde gepriift, ob sich Bedingungen: schatfen 
lassen, unter denen man bereits intra vitam die Autolyse der 
Leber beobachten konnte. 

Die Versuche wurden nach zwet Methoden ausgefiihrt.') 

Hunden wurde die Arteria hepatica und die Vena portae 
unterbunden, nach einigen Stunden die Ligatur) gelOst. kin 
Thier?) iiberlebte die Operation eine Anzahl Stunden, in 
seiner Leber fand sich Leucin und Tyrosin. 

Bei anderen Hunden wurde ein Theil der Leber dauernd 
unterbunden. Diese Thiere lebten etwas liinger. Auch hier 
konnte bei einem Hunde, der 36 Stunden die Operation iiber- 
lebt hatte, im abgebundenen Lappen Leucin und Tyrosin nacl- 
gewiesen werden, in den normalen Theilen der Leber nicht. 

Da ich aber zur Zeit noch von keinem Hund, der dic 


1, Dieselbe Frage wurde auch mit Hiilfe der Phosphorvergiftung 
studirt. — Ueber diese Versuche berichte ich in der folgenden Mittheilung. 
2) Die meisten Thiere starben bei der Lisung der Ligatur. 


Operation lange genug tberlebt hat, und bei dem ein hin- 
reichend grosser Leberlappen abgebunden war, eine bakterio- 
logische Untersuchung mit negativem Befund besitze, so miisste 
man, trotzdem immer nur im abgebundenen Gewebe die Produkte 
eefunden wurden, withrend bei den bakterienhaltigen Organen 
die Bakterien stets auch im normalen Gewebe gefunden wurden, *) 
die Frage noch als unerledigt ansehen, 

Nun habe ich aber ausserdem nach der Methode, die 
urspriinglich Meissner angegeben hat und mit spiiter 
Hauser und Fr. Kraus gearbeitet haben, einen Versuch mit 
vollig aseptischen Leberstticken ausgefiihrt, der zu einem 
unzweideutigen, positiven Resultat fiihrte. 

Diesen Versuch werde ich daher etwas genauer schildern. 

Versuchsprotokoll Unter jihnlichen Cautelen, wie 
Kraus2) sie angewandt und beschrieben hat. werden cinem Hunde, der 
yvorher mit Chloroform getodtet wird. Leberstiicke von ca. 20 ¢ entnommen 
und mdghehst schnell in vorher sterilisirte. mit Wattebausch verschlossene 
(ilasgetiisse gebracht. So werden sie bei Brutschranktemperatur lingere 
Zeit belassen. Bereits am niichsten Morgen sind auffallende Erscheinungen 
zu constatiren. Die Farbe der Leber ist bereits veriindert, die Rohrcehen 
lassen einen eigenthiimlichen Geruch, jihnlich dem von zersetztem Eiweiss, 
erkennen, und die Leberstiicke sind von schaumiger Fliissigkeit bedeckt. 
Diese Erscheinungen haben so viel Aehnlichkeit mit den Vorgiingen bei 
der Fiiulniss, dass ein fritherer Versuch in diesem Stadium ohne weitere 
Untersuchung verworfen wurde. 

48 Stunden nach Beginn des Versuches wird von der Leber auf 
Bouillon und Agar tibergeimpft, ausserdem zur Priifung auf etwa an- 
wesende Anaéroben eine Stichcultur in das Innere eines Niihrbodens 
angelegt. Alle Niihrbéden bleiben dauernd steril.3) 

72 Stunden nach der Leberentnahme wird sodann auch mikroskopisch 
die absolute Sterilitit festgestellt. 


1) Die Thiere hatten in diesen Fiillen immer einige Stunden nach 
dem Tode gelegen. 

2) Arch. f. exper. Pathol., Bd. XXII, 1886. 

3) Die siimmtlichen bakteriologischen Untersuchungen wurden von 
den Herren Dr. Bruns und Dr. Conradi, Assistenten am Hygienischen 
Institut, ausgefiihrt; ich méchte auch an dieser stelle ihnen fiir die grosse 
Freundlichkeit besten Dank sagen. Ganz besonderen Dank schulde ich 
meinem Freunde. Herrn Dr. Ernst Fuld, der mir mit unermiidlicher 
bereitwilligkeit bei den zeitraubenden Thierversuchen half. 


— 172 — 


Im Priiparate sieht man nur gelbe Klumpen, die wie zerfallenes 
Lebergewebe aussehen. Bis zum niichsten Tage krystallisiren unter dem 
Deckglase eine grosse Zahl von typischen Tyrosinbiischeln aus. 

Tyrosin wird aber noch deutlicher durch Verarbeitung des ganzen 
Inhaltes des ROhrchens nachgewiesen. Das Leberstiick wird mit weniy 
destillirtem Wasser gekocht, dann wird filtrirt, das Filtrat eingeengt, der 
syrupOse Riickstand mit schwachem Alkohol heiss extrahirt.1) Der Alkoho! 
wird dann wieder eingedunstet und der Riickstand tiber Nacht stehen 
gelassen. Derselbe zeigt mikroskopisch wiederum typisches Tyrosin und 
gibt eine sehr intensive Millon’sche Reaction. 

Das Kesultat dieses Versuches liisst sich in) mehrfacher 
Weise priicis formuliren. 

Wiihrend Kraus in entsprechend angeordneten Versuchen 
durch quantitative Bestimmungen den Nachweis fiihren konnte, 
dass eine Fettzunahme *) nicht statthat, ist die Entstehung von 
Tyrosin in aseptischer Leber durch unseren Versuch erwiesen. 

Das ist aber nicht anders moglich, als wenn Eliweiss- 
korper in der «iiberlebenden» Leber gespalten werden. Dammit 
ist gezeigt, dass die Autolyse nicht nur in Losungen und unter 
Zusatz von Antisepticis zu Stande kommt, sondern auch in 
Lebergewebe, das lediglich aus dem Gesammtorganismus aus- 
geschaltet ist. So wird es noch wahrscheinlicher, dass wir 
einen normalen Vorgang, eine physiologische Function der 
Leberzellen yor uns haben. 

Ferner macht der Versuch den Einwand hinfallig, be! 
unseren antiseptischen Autolyseversuchen kénnten wir durch 
Bakterienwirkungen getiiuscht worden sein. Die Modglichkeit 
eines derartigen Einwandes ist heute dadurch niéher geriickt, 
dass auch proteolytische Enzyme der Bakterien mehrfach 
gefunden worden sind. Dieser Einwand muss aber fallen 
gelassen werden, da eben die Autolyse auch bei vollkommen 
durchgefiihrter Asepsis zu beobachten ist. Man kann nun 
auch nicht mehr annehmen, im Lebersaft kénne ja Autolyse 
stattfinden, aber in der histologisch unveranderten Leber seicn 


1) So haben wir stets am leichtesten das Tyrosin aus) der Lebe: 
einigermaassen isolirt. 

2) Kine Fettbildung wire immer noch miglich, da sie durch 
parallel verlaufende Fettzerstérung verdeckt sein kiénnte. 


vielleicht Substanzen vorhanden, welche diese Wirkung_ nicht 
aufkommen lessen. 

Es ware ferner verfehlt, diesen Eiweisszerfall als eine 
Absterbeerscheinung der Zellen aufzufassen. Das autolytische 
Ferment wird durch das Aufhéren der Circulation nicht. zer- 
st6rt, und der Unterschied gegeniiber intravitalen Zu- 
stand besteht fiir die Autolyse nur darin, dass jetzt das 
Material nicht ersetzt wird und die Produkte nicht fortgeschafft 
werden. 

Das sind aber zum Theil sicher dieselben Bedingungen, 
wie sie bei der aseptischen Nekrose im Sinne der pathologischen 
Anatomie und bei den embolischen Infarcten gegeben sind. 
Die proteolytischen Enzyme leiden durch diese pathologischen 
Kreignisse an sich nicht und konnen die Riickbildung des 
ausser Function gesetzten Gewebes besorgen. 

In dieser Arbeit haben wir also Anhaltspunkte dafiir 
erhalten, dass die Autolyse der Leber geeignet ist, wichtige 
Leistungen des intermediiiren Stoffwechsels zu erkliren. Auf 
die mehrfach gestreifte Beziehung zur Frage der Harnstoff- 
bildung soll noch in einer besonderen Mittheilung eingegangen 
werden. Wir haben aber ferner gesehen, dass die intra- 
cellularen Fermente verdienen, auch zur Erkliirung  patho- 
logischer Verhiiltnisse herangezogen zu werden. In einer sich 
dieser Arbeit unmittelbar anschliessenden Mittheilung wird 
liber Versuche berichtet werden, die sich auf das Verhalten 
der Autolyse bei der Phosphorvergiftung beziehen. 
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Ueber die Beziehungen der Leber- und Blutveranderungen bei 
Phosphorvergiftung zur Autolyse. ') 
Von 


Dr. Martin Jacoby aus Berlin. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 35.) 
(Der Redaction zugegangen am 20. Juni 1900.) 


In der vorangehenden Arbeit habe ich im Anschluss an 
Untersuchungen tuber Leberfermente die experimentell —be- 
griindete Anschauung ausgesprochen, dass speciell auch die 
autolytische Fermentwirkung der Leber, wie sie Salkowski 
entdeckt hat, und die in der betreffenden Arbeit weiter ver- 
folgt wurde, eine normale Function der Leberzellen darstellt. 
Die Versuche iiber das Verhalten der Leber bei Phosphor- 
vergiftung, tiber die in dieser Arbeit berichtet werden soll, 
wurden urspriinglich lediglich in der Absicht unternommen, 
weitere Stiitzen fiir diese Annahme zu gewinnen. 

Salkowski hat bereits darauf aufmerksam gemacht, 
dass bei der <Autodigestion der Leber dieselben Produkte 
gebildet werden (Leucin und Tyrosin), wie man sie in der 
Leber, im Blut und im Harn bei der acuten gelben Leber- 
atrophie kennen gelernt hat. 

Kinen derartigen Befund wird man so deuten diirfen, 
dass sich bei der acuten Leberatrophie ein Vorgang in der 
Leber vollzieht, welcher mit dem bei der Autolyse nach- 
gewiesenen identisch ist oder ihm mindestens sehr nahe steht. 
Der gleiche Schluss liegt betreffs des Vorgangs bei der Phosphor- 
vergiftung auf der Hand. 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Grafin Bose-Stiftung. 
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Von dem Vorkommen von Leucin und Tyrosin in der 
erkrankten Leber musste man sich jedoch zuniichst durch 
eigene Versuche tiberzeugen, da viele bereits vorliegende 
positive Befunde von Leucin und Tyrosin in der Leber ohne 
tiicksicht auf bakterielle Einwirkungen, sicherlich die meisten, 
wenn nicht alle, ohne Kenntniss der Autolyse erhoben worden 
sind und Irrthiimer daher wohl mdoglich waren. Auch ist 
a priori eigentlich zu erwarten, dass man selbst bei massen- 
hafter Bildung von Leucin und Tyrosin in der Leber nichts 
davon findet, weil diese diffusiblen Stoffe mit Leichtigkeit vom 
Blut fortgeschafft werden. 

Ich habe nun bei mit Phosphor vergifteten Hunden mehr- 
fach Leucin und Tyrosin in der Leber gefunden: in diesen 
Fiillen wurde die Leber der Thiere in der Agonie entnommen. 
Zwei Hunde, die friiher get6dtet wurden, boten zwar bereits 
das typische anatomische der Phosphorleber dar, aber 
man konnte kein Leucin und Tyrosin nachweisen. Es ist 
wahrscheinlich, dass, so lange noch eine ungestorte Circulation 
besteht, die Amidosiiuren aus der Leber herausgeschafft werden. 
in normaler frischer Hunde- oder Rindsleber wurden niemals, 
auch wenn grosse Quantitiiten verarbeitet wurden, Leucin 
und Tyrosin oder tiberhaupt Amidosauren gefunden. 

Daneben wurde in den Lebern yon Phosphorhunden die 
Stickstoffvertheilung untersucht, wie es in der vorigen Arbeit 
fiir normale Verhialtnisse beschrieben worden ist. Dabei ergab 
sich, dass der Amidstickstoff und zwar namentlich der direkt 
uls Ammoniak mit Magnesia austreibbare gegen die Norm 
stark vermehrt ist. Das iiussert sich am deutlichsten, wenn 
man die Organe der Selbstverdauung tberlisst. 

Im Folgenden stelle ich unter Fortlassung der tbrigen 
Werthe eine Anzahl Daten fiir den direkt austreibbaren Stick- 
stoff zusammen. Die betreffenden Versuche sind alle unter 
gleichen Bedingungen angestellt. Die Dauer der Autolyse 
betrigt stets 14 Tage. 

Direkt austreibbarer Stickstoff in Procenten des Gesammt- 
stickstoffs : 


a 

i 

3 


Vor Nach | 


der Autolyse der Autolyse | 
| | | 
1. Normaler Hund | 0.42 jo 8,39 °/o | 7,97 °/o 
2. > > | 1,13 °%/o 3,63 | 4,50 
B. 
| Vor | Nach | 


| der Autolyse | der Autolyse | Zunahme 


| 
1. Tod 36 Stunden nach | 
Phosphorvergiftung. | | 
Keine typische Leber 0,56 9's 13,06 °o | 12,50 %o 
2. Typische Phosphorleber 1,7 %o 


| 

3. > 9.53°%o | BB BB% 
| 


Diese Befunde zeigen, dass die Phosphorleber schon im 
lebenden Thier eine Veriinderung erfahrt (Auftreten von Leucin 
und Tyrosin, Vermehrung des leicht austreibbaren Stickstofls , 
wie sie einem autolvtischen Process entspricht. Die Ver- 
muthung, dass es sich um einen sehr ahnlichen, wenn nicht 
identischen Vorgang handelt, findet eine Stiitze darin, dass 
die Phosphorlebern bei der Autolyse, wie die eben angefiihrten 
Versuche zeigen, eine besonders starke autolytische Ammoniak- 
bildung aufweisen. 

Ueberdies wurde bei diesen Versuchen ein sehr eigen- 
thiimliches Verhalten direkt beobachtet. Wenn man 100 ¢ 
normale, gehackte Hundeleber mit einigen 100 ccm. Toluol- 
Wasser zusammen im Brutschrank stehen liisst, so geht zwar 
allmihlich Lebersubstanz in Loésung, aber es bleibt doch, 
wenigstens fiir liingere Zeit, der grésste Theil des Organbreies 
ungeldst. Verfiihrt man ebenso mit Phosphorleber, so kann man 
bereits in etwa 12 Stunden, spiitestens in 24 Stunden 
bemerken, dass die Hauptmasse der Leber in Losung 
gegangen ist und nur ein unbedeutender Bodensatz 
zurickbleibt. 


Diese Erscheinung, die auffiilliger ist, als ich es schildern 
kann, liisst sich nicht gut zahlenmissig durch Vergleich der 
verdauten Eiweissmengen in normaler und in Phosphorleber 
wiedergeben; anscheinend spielen da noch andere Dinge mit. 

Es wurde gepriift, wieviel Eiweiss in der normalen Leber 
und gleichzeitig in einer Phosphorleber wiihrend 24 Stunden 
verdaut wird, weil fiir einen so kurzen Zeitraum der makro- 
skopische Unterschied am auffallendsten war. 

Es betrug der Eiweissstickstoff in Procenten des Gesammt- 
stickstoffs: 


| Vor Nach 
der Autolyse | der Autolyse 


Abnahme in 
Abnahme Proc. des Kiweiss- 
| stickstoffs 


Phosphorleber 


Normal 89,7 °/o 71,8 °/o | 17,9 °/o 20,0 °/o 


| 81,5 %o 59.3% 22.2% | 27.2% 
| | | 

Da die vorstehenden Versuche eine Steigerung der 
proteolytischen Vorgiinge in der Phosphorleber  sichergestellt 
haben, die eventuell auf eine Vermehrung des betretfenden 
Fermentes bezogen werden konnte, wurde zuniichst gepriift, 
ob im Uebrigen die fermentativen Vorgiinge in der Leber 
nachweisbar verandert sind. 

Weil die Losungen bei der Autolyse sich dunkel farben, 
wurde untersucht, ob vielleicht eine «Tyrosinase» vorhanden 
ist, ein Ferment, das ja Tyrosin in einen missfarbigen dunklen 
Korper tiberfiihrt. Jedoch wurde eine Veriinderung dieser Art 
an zugesetztem Tyrosin weder unter dem Einfluss der normalen, 
noch der Phosphorleber beobachtet. 

In Betreff der Aldehydase wurde festgestellt, dass sie 
der Phosphorleber nicht fehlt. 

Ferner wurde untersucht, ob die Anwesenheit von kleinen 
Mengen Phosphor die Wirkung des proteolytischen Fermentes 
steigert. 

Hauser?) hat den Einfluss zugesetzten Phosphors auf 
cinige Fermente und synthetische Vorgiinge untersucht, aber 


!) Archiv f. experim. Pathol., Bd. 36. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 12 


| 
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nur eine Storung der Hippursiiuresynthese in der Niere durch 
Phosphor nachweisen kénnen. In iihnlichen — vielleicht nicht 
geniigend variirten Versuchen — habe ich auf Zunahme der 
Ammoniakbildung durch Zusatz von Phosphor zu Leberferment- 
ldsungen geachtet, aber keine gefunden. 


Dass es sich bet der Phosphorvergiftung um eine Steigerung 
des autolytischen Spaltungsvorganges handelt, wird dadurc) 
besonders deutlich, dass sich entsprechende Verinderungen 
auch am Blut nachweisen lassen. 

Zuniichst konnte mehrfach die alte Beobachtung, das- 
auf der Hohe der Vergiftung das Blut haufig vollig ungerinnbar 
angetroffen wird, bestiitigs werden. Man kann solches Blu! 
lange Zeit auf Eis aufheben, ohne dass es iiusserlich Ver- 
iinderungen zeigt. Nur setzen sich allmiihlich die Blui- 
koOrperchen ab. 

Kbenso wurden hiiufig an den verschiedenen Organen 
die so oft} beschriebenen starken Blutungen constatirt, unter 
anderem auch in der Leber. Diese Leberblutungen hat nach 
Aufrecht!) Frerichs bei acuter gelber Atrophie  zuers! 
beobachtet; Aufrecht hiilt sie ftir hochgradig hiufig. 

Ferner konnten wir feststellen, dass Phosphorblut nicht 
nur unter Umstiinden ungerinnbar ist, sondern auch im Stande, 
Gerinnsel zu lésen. 

Kinem mit Phosphor vergifteten Hunde wurde, bevor dic 
Vergiftungserscheinungen auf der angelangt waren, 
einer kleinen Arterie Blut entnommen, welches noch gu! 
gerinnbar war. Die kleine Arterie wurde nicht unterbunden. 
das Blut gerann spontan. Zwei Tage spiiter blutete das Thier 
aus der alten Arterienwunde. Jetzt wurde ihm = einer 
anderen Arterie 160 ccm. Blut entnommen, das nunmehr voliig 
ungerinnbar war. Offenbar hatte sich der Thrombus der erste! 
Gefiisswunde wieder gelost. 

In zwei darauf hin gepriiften Fiillen konnte in dem un- 

1) Aufrecht, Leberatrophie und Lebercirrhose, in Eulenburg » 
Realencyclopadie, III. Aufl. 
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serinnbaren Phosphorblut kein Fibrinogen mit Hilfe der 
Ammonsulfatfractionirung nachgewiesen werden, wiihrend bei 
Gerinnungshemmung durch Witte-Pepton oder Blutegelextract 
Fibrinogen immer im Blut angetroffen wurde. Das Fehlen 
des Fibrinogens im Phosphorblut, das schon von Corin und 
Ansiaux!) beobachtet wurde, geniigt allein, um die Ungerinn- 
harkeit zu erkliiren. 

Fiigte man zu dem Phosphorblut normales Blut, so trat 
zuniichst vollige Gerinnung des Gemisches ein, dann aber all- 
miihlich wieder Lésung der Gerinnsel, die schon in einigen 
Stunden sehr deutlich war und dann weiter fortschritt. 

Injicirte man gréssere Mengen ungeronnenen Phosphor- 
Hlutes einem Hunde intravends, so trat eine ganz voriber- 
vehende, aber deutliche Verminderung der Gerinnbarkeit des 
Blutes auf, die allerdings nur unbedeutend im Verhiiltniss zu der 
Wirkung von injicirtem Witte-Pepton bei demselben Thier war. 

Diese Befunde am Phosphorblut, deren genauere Analyse 
noch Gegenstand weiterer Untersuchungen sein muss, haben 
im Rahmen dieser Arbeit insofern Interesse, als sie sich neben 
der Lebererkrankung finden. Bedenkt man, dass das proteo- 
lytische Ferment der Leber das Globulin (incl. des Fibrinogens) 
zum Verschwinden bringt,?) nicht aber das Albumin, so liegt 
die Vermuthung nahe, dass das Verschwinden des Fibrinogens 
auf die Wirkung des auch in der Leber wirksamen Fermentes 
zu beziehen ist. 

Ob dieses Ferment mit jenem der normalen Autolyse 
identisch ist und nur bei Phosphorvergiftung (acuter gelber 
Leberatrophie) aus noch nicht bekannten Griinden sehr reichlich 
gebildet wird, ob es nicht eventuell einer Secundiirinfection 
durch Bakterien entstammt und das Leben der inficirenden 
Organismen tiberdauert, ob es nicht endlich von einer noch 
lnbekannten Bildungsstitte her dem Blute und der Leber 
zugeftihrt wird, ist zur Zeit nicht zu iibersehen. 


1) Vierteljahrschrift f. gerichtl. Medicin, 1894, cit. nach Maly’s 
Jahresb. 


2) Siehe dariiber die vorangehende Arbeit S. 167. 


: 
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Doch sei nur kurz hervorgehoben, dass eine ganze Reihe 
der bei Phosphorvergiftung charakteristischen Erscheinungen, 
Leber- und Blutveriinderungen, Arrosion der Gefiisse, vielleicht 
auch der Fetttransport sich durch eine Veranderung der 
fermentativen Vorgiinge erkliren liasst. 


Duss die Analogie der Phosphorvergiftung mit der acuten 
Leberatrophie durch den an der Leber gemachten Befund 
noch augenfilliger wird, bedarf kaum der Erwithnung. Dabei 
ist die mehrfach angedeutete Beziehung der Phosphorvergiftung 
zu fermentartigen Vorgiingen zum ersten Mal sicher dar- 
gethan. 

Schultzen und Riess!) vergleichen den Phosphor mit 
einem Ferment in der Art seiner Wirkung. 

Nasse?) hiilt die Verfolgung von Fermentprocessen bei 
Anwesenheit von Phosphor und iihnlichen Stoffen fiir dringend 
geboten, da er die bisherigen Erkliirungsversuche der Wirkung 
- von Phosphor fiir einseitig halt. 

Quincke®) iiussert sich, nachdem er die bisherigen 
Anschauungen tiber die Entstehung der acuten Leberatrophie 
besprochen hat, in seinem kiirzlich erschienenen Handbucl 
der Lebererkrankungen folgendermassen: 

«Schliesslich moéchte ich selbst auf eine bisher nicht 
erwogene Moglichkeit der Entstehung hinweisen: Die Gemein- 
samkeit der Ausfiihrungsgiinge von Leber und Pankreas in 
ihrem letzten Ende lisst es als moglich erscheinen, dass be! 
Verschluss der gemeinsamen Miindung in den Darm dis 
Pankreassecret in die Gallenwege gelangt und dass das Trypsin 
so seine verdauenden Wirkungen auf die Leberzellen entfalten 
kann in denjenigen Theilen der Driise, wo es bis zu den 
Capillaren vorgedrungen ist. Ob diese Hypothese fiir gewisse 


1) Charité-Annalen XV, 1869 (nicht im Original zugiinglich). 

2) Nasse, Zur Anatomie und Physiologie der quergestreiften 
Muskelsubstanz, Leipzig 1882. 

3) Quincke und Hoppe-Seyler, Krankheiten der Leber in 
Nothnagel’s Handbuch. 
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Fille berechtigt ist, wird nur eine darauf gerichtete Unter- 
suchung in jedem Falle entscheiden kénnen. » 

Von Interesse ist ferner, dass Petry') in malignen 
Geschwiilsten autolytische Verinderungen im Sinne von Sal- 
kowski beschrieben hat. 

Schliesslich sei noch angefiihrt, dass pathologisch-ana- 
fomisch das Auftreten von Vacuolen und Verminderung der 
protoplasmatischen Bestandtheile der Leber bei Phosphor- 
vergiftung besonders hervorgehoben wird. Ziegler und 
Obolonsky?) kommen auf Grund von Thierversuchen zu dem 
Schluss, dass eine Zelldegeneration besteht, welche man wohl 
am ehesten als einen hydropischen Zustand, verbunden mit 
einer Verminderung der protoplasmatischen Bestandtheile der 
Zelle, ansehen kann. 

Nachdem nunmehr durch die vorliegende Arbeit fest- 
vestellt ist, dass Aenderungen der Fermentprocesse im 
Organismus eine bedeutsame Rolle in der Pathologie der 
Phosphorvergiftung spielen, wird man versuchen miissen, diese 
Phosphorwirkung in ihren einzelnen Etappen zu analysiren. 
Sodann werden fernere Untersuchungen die in dieser Arbeit 
bereits gestreifte, sehr naheliegende Beziehung zu der Patho- 
genese der Infectionskrankheiten ins Auge fassen miissen, 


eine Perspective fiir weitere Forschung, die hier nur angedeutet 
werden kann. 


1) Zeitschr. f. physiolog. Chemie, Bd. XXVII, Heft 4 und 5, 1899. 
*) Beitriige zur pathol. Anatomie, 1888. 


= 
= 


Ueber die Beeinflussung der Eiweisscoagulation durch 
stickstoffhaltige Substanzen. 
Von 


K. Spiro. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 36.) 


(Der Redaction zugegangen am 20, Juni 1900,) 


Gelegentliche Beobachtungen, welche ich tiber das Aus- 
bleiben der Eiweisscoagulation bei Gegenwart von anscheinend 
indifferenten Stoffen machte, haben mich veranlasst, den Ein- 
fluss einer Anzahl von organischen Substanzen nach dieser 
Richtung zu untersuchen. So tiberraschend zuniichst einige 
Befunde waren, so ergab doch die nachtrigliche Durchsicht 
der Litteratur, dass vereinzelt ihnliche Beobachtungen schon 
friiher zur Beschreibung gelangt sind, ohne jedoch irgendwic 
Beachtung zu finden. Bei der Wichtigkeit der Eiweisscoagu- 
lation fiir nahezu alle biologisch-chemischen Untersuchungen 
schien mir eine Verfolgung des Gegenstandes um so mehr 
geboten, als sich daran die Hoffnung kniipfte, durch Vermeh- 
rung des Thatsachenmaterials neue Anhaltspunkte fiir die 
Aufkliirung des so dunklen Coagulationsvorganges zu gewinnen. 

Als Eiweissmaterial fiir eine derartige Untersuchung 
wiire derzeit, streng genommen, die durchgiingige Verwendung 
von einheitlichem krystallisirtem Eiweiss geboten gewesen. 
Doch scheinen fiir die vorliegenden, im Allgemeinen mehr 
orientirenden Versuche zuniichst die soviel leichter zu be- 
schaffenden nativen Eiweissldsungen um so mehr zu genugen. 
als die an ihnen erhaltenen Befunde allein ‘fiir praktische 
Zwecke von Bedeutung sind und zum Vergleich mit dlteren 
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Beobachtungen derselben Richtung herangezogen werden 
konnen. 

Zumeist benutzte ich Eierklar, seltener Blutserum vom 
Pferd. Letzteres eignet sich, wie ganz allgemein schon seit 
Heynsius bekannt, zu Coagulationsversuchen durchaus nicht 
<o gut wie das Hiihnereiereiweiss. Gelegentlich wurde auch 
bei einzelnen Versuchen vom Globulin (durch Ammonsulfat) 
befreites Eieralbumin benutzt oder krystallisirtes Serumalbumin, 
das nach dem von Pemsel ausgearbeiteten Verfahren!) dar- 
sestellt war. 

Fir die Darstellung der Eiweisslésungen wurde das Eierklar von 
‘rischen Eiern mit der Scheere zerschnitten, geschlagen und im Eisschrank 
absitzen gelassen. Das abgegossene Eiweiss war bisweilen stark 
alkalisch, dass ein Einfluss auf die Gerinnung statt hatte; daher wurde 
stets angesiuert, und zwar mit saurem Kaliumphosphat bis zur deutlich 
-auren Reaction gegen Lackmuspapier — oder mit verdiinnter Essigséure 
zuniichst bis zur sauren Reaction gegen Congo, worauf dann Natrium- 
pllosphat zugegeben wurde, bis die saure Reaction gegen Congo ver- 
schwand, die Lésung aber gegen Lackmus noch schwach sauer reagirte. 
A\ls bestes Kriterium fiir die richtige Ansiiuerung darf die Filtrirbarkeit 
der Fiweisslosungen gelten, denn namentlich die mit Kaliumhydrophosphat 
angesiuerten Losungen filtriren iiberraschend schnell. Ebenso gelingt 
in solehen Proben die Coagulation leicht und vollstiindig, so dass auch 
die Filtration von den Coagulis schnell und gut vor sich geht. 

Die Coagulation selbst wurde in Reagensrohrchen vor- 
senommen; die Anwendung von Capillarréhrchen, wie sie bei 
dey Schmelzpunktbestimmung iiblich ist, verbot sich, obgleich 
die geringe dabei nothwendige Quantitét das Verfahren 
i prior! einladend erscheinen  liisst, aus mehreren Griinden. 
Linerseits ist) die Temperaturablesung genauer, wenn das 
thermometer direkt in der Fliissigkeit sich befindet, wiihrend 
in den Capillaren leicht zu starke Erhitzung eintritt, anderer- 
~cits kann der Vorgang der Gerinnung in) den Capillaren im 
Hinzelnen nicht mit der wiinschenswerthen Genauigkeit beob- 
uchtet werden, namentlich ob bei einer bestimmten Temperatur 
nur Opalescenz oder schon Triibung oder bereits flockige 


1, Siehe Hans Th. Krieger, Ueber die Darstellung krystallini- 
cher, thierischer Eiweissstoffe. Inaug.-Diss. Strassburg i. 1898. 


| 


Abscheidung auftritt: zudem schliesst sich dieses Verfahren 
bei jenen Versuchen, wo die Vollstindigkeit der Hitzecoagula- 
tion eventuell am Filtrat gepriift werden soll, von selbst aus. 

Beziiglich der Geschwindigkeit des Erhitzens bin’ ich 
von dem iiblichen Verfahren der meisten Beobachter bewusst 
aus folgenden Griinden abgewichen. Namentlich Corin (und 
Ansiaux)!) haben den Gerinnungspunkt bei éusserst’ lang- 
samem Ansteigen der Temperatur bestimmt, was fiir einzelne 
Fille gewiss durchaus zweckmiissig ist. Bei den Schmelz- 
punktbestimmungen kann die Erhitzung beliebig langsam_ vor- 
genommen werden, wenn beim Schmelzungsvorgang keine Zer- 
setzung stattfindet, d. oh. wenn es sich um einen einfachen 
reversiblen Vorgang handelt. Findet dabei jedoch eine 
chemische Verinderung, ein irreversibler Vorgang  statt, so 
wird in neuerer Zeit ganz allgemein (KE. Fischer?) hat wieder- 
holt auf die Nothwendigkeit dieses Vorgehens hingewiesen. 
jener Punkt als Schmelzpunkt (resp. Zersetzungspunkt) an- 
gegeben, wo bei schnellem Erhitzen Schmelzung resp. 
Zersetzung stattfindet. Da es sich beim Coaguliren regelmiissiy 
um eine mit einer Umsetzung einhergehende Zustandsiinderung., 
einen irreversiblen Process handelt, muss auch Inerbel zur 
genauen Fixation des Coagulationspunktes schnell erhitzt 
werden. Im Uebrigen kam es fiir die vorliegenden Unter- 
suchungen, die, an nicht einheitlichem Material ausgefiihrt, 
auch nicht die Beibringung absoluter Zahlen (physikalischer 
Constanten) bezwecken konnten, mehr auf ein unter sich ftir 
die einzelnen Versuchsreihen vergleichbares Zahlenmaterii! 
an. Dies wurde freilich erst nach einiger Uebung 
mannigfache Vorversuche erreicht. 

Die Anordnung der Versuche entsprach im Wesentlichen 
derjenigen, die W. Pauli) kiirzlich publicirt hat: durch ein 


1) Bulletins de [Academie royale des sciences ete. de Belgique. 
3me série, Bd. 15, 8S. 643, 1888 und ebenda Bd. 21, S. 321, 1891. 

2) Vel. Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 20, 5. S27. 
1887 und Bd. 21, 5. 987, 188s. 

3) Die physikalischen Zustandsiinderungen der Eiweisskorpe: 
Pfliiger’s Archiv, Bd. 78, 5. 315, 1899. 
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an das iiussere Glassgefiiss geheftetes Schriftstiick konnte an 
dem Verschwinden von Buchstaben ein bestimmter Punkt als 
Coagulationspunkt festgehalten werden; es wurden Buchstaben 
yon dicker Schrift gewiihlt, da nicht der Beginn der Triibung, 
sondern das Ausfallen eines flockigen, dicken Niederschlages 
als Coagulationspunkt angesehen wurde. 

Die Nothwendigkeit, bei vergleichenden Untersuchungen 
eine gleichmiissige Verdiinnung des Eiweisses wiihlen, 
iihnlich wie dies fiir die Salzfiillung in den Arbeiten F. Hof- 
inmeister's und seiner Schiiler geschieht, ergab sich aus der 
Nothwendigkeit, bei gleichem Salzgehalt zu arbeiten, und aus 
der bereits mehrfach gemachten Beobachtung,!) dass mit 
steigender Concentration der Hiihnereiweissldsung die Ge- 
rinnungstemperatur sinkt. Auch fiir andere Kiweisskorper als 
diejenigen des Eierklars scheint diese Gesetzmiissigkeit zu gelten, 
denn Hammarsten?) gibt gelegentlich seiner Studien tiber 
das Paraglobulin an, dass drei Proben seines Priiparates, 
welche 2,6, bezw. 1,72 und 0,86°/o enthielten, die Coagulation 
hei 68, 71 und 74° C. zeigten. 

Als Beispiele fiir den Einfluss der Concentration der 
Kiweisslésung auf die Gerinnungstemperatur folgen zwei 
Protokolle : 

Protokoll I und IL. 


cm, | Gerinnungspunkt 

lésung Eiweisslisung I | 
9 1 | 606 606 602 
8 2 60,6 60,4 | 59,3 | 59,1 
2 3 | 60,0 | 602 | 582 | 584 
6 $895 | 547 | 575 | 57,3 


1) K. V. Starke (bei Hammarsten) erwihnt gelegentlich seiner 
~tudien iiber Eieralbumin, dass dasselbe in 1—3° viger Lésung fast constant 
bei 56° coagulirt wird, mit steigender Verdiinnung jedoch die Gerinnungs- 
‘emperatur steigt und sehr verdiinnte Lésungen erst beim Sieden nach 
“iurezusatz gerinnen (cf. Maly’s Jahresbericht, Bd. 11, 5. 19, 181). 
Yel. auch Pauli, a. a. O, S. 320. 

2) Pfliiger’s Archiv, Bd. 18, 5S. 65. 1878. 
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| Gerinnungspunkt 
| | | | 
| 5 592 590 567 569 
s 6 | | 368 | 368 
3 | 7 DBS OBA 56,6 
2 8 | 582} 582 | 565 | 564 
1 | 9 | | 57,6 | 56,2 | 56,0 
0 | 10 | 572 | 57,2 | 56,0 | 56,0 
| 


In zwei anderen Versuchsreihen, die in derselben Art 
angestellt wurden, stieg der Gerinnungspunkt bei der = zehn- 
fachen Verdiinnung um 2,2 resp. 2,8° im Mittel der Zahlen. 

Man konnte vielleicht geneigt sein, gegen dieses Resultat 
einzuwenden, dass die Verschiebung des Gerinnungspunktes 
nur eine scheinbare sei, bedingt dadurch, dass in verdiinnteren 
Losungen die Masse der coagulablen Substanz geringer sei 
und so die schwerer erkennbare Coagulation auch erst bei 
hoherer Temperatur sich zeige, daher die allmiihliche flockige 
Ausfiillung auch erst spiiter deutlich werde. Hiergegen kann 
jedoch eingewandt werden, dass, wie aus den obigen Protokollen 
ersichtlich, die Depression des Gerinnungspunktes auch schon 
hei geringer Verdiinnung recht concentrirter Losungen deutlich 
in Erscheinung tritt, also auch da zu erkennen ist, wo die 
Menge der coagulablen Substanz noch gross ist. Ferner han- 
delt- es sich ja auch bei der Coagulation nicht um einen mil 
steigender Temperatur allmiéhlich verlaufenden Process, sondern 
um einen solchen, der, an eine bestimmte Temperatur  ge- 
kniipft, bei dieser vollstiindig vor sich geht, so dass also dis 
spiitere Gerinnen nicht als eine Verzégerung angesehen wer- 
den kann, | 

Da ich meine Coagulationsversuche zum Theil auch = in 
alkoholischer Lésung ausgefiihrt habe, sei in dieser Rich- 
tung Nachstehendes bemerkt. Die alkalische Reaction des 
nativen Eiereiweisses oder des Serums ist zwar deutlich, aber 
doch nur ganz ausnahmsweise so stark, dass nicht durch dic 
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gleichzeitig vorhandenen Salze, wenn wenigstens nicht allzu 
stark verdiinnt wurde, eine sichtbare Wirkung verhindert wiire. 
Wohl aber ist in genuinen Eliereiweissl6sungen die alkalische 
Reaction deutlich genug, dass sie beim Erwiirmen in alkoho- 
fischer Lésung in Wirkung tritt. Wiederholt wurden Eier- 
eiweisslOsungen angetroffen, die zwar fiir sich oder nach 
Zutiigung des doppelten Volumens Wassers, aber nicht mehr 
nach Zuftigung des doppelten Volumens Alkohol in der Hitze 
verannen. Es muss daher bei Untersuchung in alkoholischer 
Lisung auf diesen Umstand Bedacht genommen werden, doch 
soll dieser Punkt erst bei Mittheilung anderer Versuche aus- 
fihrlicher erértert werden. 

Ich berichte im Nachstehenden zuniichst tiber Versuche, 
welche den Einfluss stickstoffhaltiger Stoffe auf den Gerinnungs- 
vorgang zeigen, wobei neben den eigenen Erfahrungen iiltere 
einschliigige Beobachtungen, soweit sie mir bekannt geworden 
-ind, angefiihrt werden sollen. Von den in der Litteratur 
hierliber vorliegenden Angaben miissen an erster Stelle die 
Versuche tiber die Wirkung von Cholin auf Eiweiss genannt 
werden, die J. Mauthner?) bereits im Jahre 1874 veroffent- 
licht hat. Derselbe stellte fest, dass Fibrin in Cholinl6sung 
sehr stark aufquillt und sich vollstiindig aufl6st, dass 
wuch Hithnereiweiss mit Cholin gekocht werden kann, ohne 
dass Gerinnung auftritt, und dass auch coagulirtes Hiihner- 
eiwelss durch Cholin in Losung gebracht werden kann. Das 
entstandene Produkt fasste Mauthner als eine dem Kali- 
wlbuminat analoge Verbindung, als Cholinalbuminat auf. 


1) Medic. Jahrbiicher, 1874, 8. 347: «Ueber das Verhalten des 
Neurins gegen Eiweisskérper». Nach der in der vorhergehenden Arbeit 
Liebig’s Annal. der Chem., Bd. 166, S. 202) mitgetheilten Darstellungs- 
veise und den Eigenschaften konnte es keinem Zweifel unterliegen, dass 
las von Mauthner benuatzte Priiparat nicht «Neurin» im heutigen 
“inne, d. h. nicht die Oxyvinylbase, sondern die Oxiithylbase war, also 
nach der heutigen Terminologie als «Cholin» zu bezeichnen ist. Herr 
Vrofessor Dr. Mauthner hatte die Freundlichkeit, mir auf meine Anfrage 
‘ies zu bestitigen und mich zur Richtigstellung der von ihm seiner 
Zeit gebrauchten und in die Litteratur tibergegangenen Benennung zu 
autorisiren, 
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Ganz ebenso wie das Cholin verhalt sich nach meinen 
Erfahrungen auch das Piperidin. Durch Zufiigung desseiben 
zu EiweisslOsungen wird ein mehr oder weniger grosser Theil 
des Eiweisses der Coagulation entzogen, ebenso wie auch 
coagulirtes Eiweiss durch Piperidin in Lésung gebracht werden 
kann. Die Anwesenheit von Eiweiss in diesen Losungen liisst 
sich in sehr einfacher Weise zeigen, indem man der zu unter- 
suchenden Losung einen Tropfen verdiinnter Kupfersulfatlosung 
zufiigt: es tritt eine rothviolette Firbung auf, der Biuretreaction 
der Albumosen im Farbenton etwa entsprechend. Fir die 
Anstellung der Biuretprobe ist also die Anwesenheit eines 
fixen Alkalis nicht nothwendig, es geniigt vielmehr die Gegen- 
wart einer starken Base, wie des Piperidins. bei der Ueber- 
fiilhrung des Hithnereiweisses in die auch bei der Siedehitze 
nicht mehr gerinnende Modification findet itibrigens keine oder 
nur eine geringe Schwefelwasserstoffabspaltung statt, das ent- 
stehende Produkt gibt noch recht intensiv dic Reaction mit 
Bleiessig auf abspaltbaren Schwefel. 

Aber auch Basen, die eine starke  fiillende Wirkung 
auf Eiweiss ausiiben, kOnnen doch noch einen Theil des Ei- 
weisses so veriindern, dass derselbe der Coagulation entzogen 
wird; dies gilt zB. fiir Pyridin und Anilin. Pyridin ist. 
wie aus dem beifolgenden Protokoll hervorgeht, sehr 
starkes Fiillungsmittel fiir Eiweiss und setzt den Gerinnungs- 
punkt desselben herab, dennoch vermag es Eiweiss beim 
Sieden in Lésung zu halten. 


Protokoll IL 


| i 


cem, 
Eiweiss- | Gerinnungspunkt Bemerkungen 
Wasser jjsung | Pyridin 
| | | 
8,0 2.0 00 62.0 6L8 

7,8 20 | O,2 | 52.0 | 52.0 | 
7,6 2,0 O4 455 45,6 | Deutliche Triibung 
74 2.0) 06 | — | Beginn der Fillung 

5 D 


Das fiir Pyridin Gesagte gilt auch fiir Anilin ‘und 
dessen Homologe), dessen eiweissfiillende Wirkung schon 
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Heintz!) gefunden und O. Nasse?) bestiitigt hat. Von den 
Homologen des Anilins wirken wie dieses Orthotoluidin 
nicht Paratoluidin) und Xylidin, dagegen wird durch den 
Kintritt von Nitrogruppen die fiillende Wirkung des Anilins 
ebenso aufgehoben, wie wir dies in einem spiiteren Abschnitt 
beim Phenol sehen werden. 

Neben diesen stark basischen Aminen sind jedoch auch 
andere stickstoffhaltige organische Verbindungen im Stande, 
Kiweiss mehr oder weniger vor der Ausfiillung schiitzen, 
auch solche, die nicht ausgesprochene Basen sind. Hierher 
cehoren die Siiureamide, Amidosiiuren, Harnstoffe und Senfole. 

Das Urethan z. b., das einerseits in concentrirter LOsung 
Kiweiss ausfillt, vermag andererseits die vollstindige Coagulation 
einer Eiweisslosung zu hindern, wie das folgende Protokoll zeigt. 

Protokoll IV. 


Kiwelss- | 50 Gerinnungspunkt Bemerkungen 
losung | Wasser \Urethan | 
| | | 
20 | 80 | 00 | 63,0° | = 63,0° 
| | 
2.0 7,0 | 1,0 | 57,4° | 57,2° 
| | ‘ 
20 6,0 | 2.0 | Tritbung, bei ca. 50° Beim Erhitzen auf 100° 
keine vollstiindige bleibt Eiweiss zum Theil 
| | | Gerinnung in Loésung. 
20 50 30 Fillung Die Fiillung ist gallertig. 


Withrend somit angesiiuertes Eiereiweiss durch Urethan 
vefallt wurde, zeigte Pferdeblutserum auf Zusatz einer ge- 
siittigten Urethanl6sung nur eine Triibung. Kocht man Serum 
mit einer geniigenden Menge Urethan hinreichend lange, so 
tritt auch nach dem Ansiiuern mit Essigsiiure keine Coagulation 
ein, sondern die fiir Alkalialbuminatbildung typische Gallert- 
bildung, die in der Hitze wieder verschwindet. 

Der besonderen Verhiiltnisse halber seien fiir das For- 
mamid z. B. mehrere Protokolle gegeben, da dasselbe, ahn- 


1) Lehrbuch der Zoochemie, 5S. 643, Berlin, 1855. 
2, Zur Anatomie und Physiologie der quergestreiften Muskelsubstanz, 
Leipzig, 1882, S. 14. 
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lich wie dies nach W. Pauli’s systematischen Untersuchungen 
fiir einige Salze gilt, in niederer Concentration (10° 0) dey 
Gerinnungspunkt erhdht, in hoherer jedoch herabsetzt., 
und bei einem Gehalt von ca. 25 zu fiillen beginnt. — 
Das Acetamid soll nach O. Nasse stiirker fallen als Forma- 
mid (2), Oxamid und Benzamid tiberhaupt nicht. 


Protokoll Formamid. 


| 


ecm, com. | 
hiweiss- ‘ Forma. | Gerinnungspunkt Bemerkungen 
lisung | Wasser mid 
| | | | | 
20 | 80; 00 | 608 | 61,0 
| | 
20 | 70; 10 | 646 64,8 | Klar 
20 | 60 | 28 Die’ Filiissigkeit tritbt) sich 
| | | | ‘in der Kiilte,  allméihlict 
| | Niederschlag 
20 | 50; 30 | 538 534 | Fallung in der Kalte. Bein 
~Erhitzen bleibt Eiweiss in 
Losung 


Protokoll VI. Formamiud. 


ecm, eem. | 
Kiweiss-  Forma- Gerinnungspunkt Semerkungen 
losung Wasser mid | 
| | | 
20 | 80; 00 | 62,0 | 62,2 | 
20 | #2 | 65.2 | 65,4 In der Kilte Spur Tribuny 
| | 
20 60, 20 61.3 61,1 | Triib, beginnende Fiillun: 
| | 
20 | 50] 30 540 Deutliche Fallung 
2.0 4A) — —  Filtrat von der Fiillung is! 


eiweisshaltig. zeigt beim 
-Erhitzen keine Gerinnung 


Protokoll VIL. Formamid. 


| 
cem, | | ccm. 


Kiweiss- | Forma- Gerinnungspunkt Bemerkungen 
losung | Wasser | mid | 
20) 0.0 | 605 | 60,4 
78 02 60.7 | 608 
2.0 7.6 | | 61,0 61.1 
20 | 74] 06 | 619 62.1 


com, 


ccm. 
Liweiss- | Forma- Gerinnungspunkt Bemerkungen 
lésung mid | | 

| | | | 

20 | 72 | O08 63.8 | 63,4 

20 | 70) 10] 6&4 | | 

20 | 68 12 62.9 63.5 

| 66) 16) 626 | 627 | 

20 | 64) 16! 620 | 62,1 

20 | 62) 18 | 614 617 

20 20 60.6 

20 5B 22) 566 562 | 

20 | 24 542 In der Kake Beginn der Fallung. 


Harnstoff dagegen treibt den Coagulationspunkt — bei 
niederen Concentrationen stark in die Hohe und verhindert 
die Gerinnung bei hdherer Concentration sogar vollstindig. 
Ich gebe nur ein Protokoll: 


Protokoll VII. S50°% o1ge Harnstofflésung. 


Eiweiss- Harn- | Gerinnunzspunkt semerkungen 
| Wasser | 
losung | | losung | 
| 
1.0 90 60,5 60.5 
1.0 88 0,2 61.2 
| 
1.0 8.6 63,2 63,7 ° 
1,0 06 65,0 65,2 | 
1,0 82 | 08 | 663 66.5 
1.0 8,0 | 1,0 | Triibung bei ca. 67° Selbst bei 100° nur unyoll- 
staindige Ausfallung. 


Neben diesem Verhalten gegeniiber Eiweisslosungen zeigt 


der Harnstoff — und ganz gleich verhalt sich der Sulfoharn- 
stoff — auch auf coagulirtes Eiweiss eine starke Einwirkung: 


<0 wurde gut ausgewaschenes Fibrin sowohl beim Kochen 
als auch bei Brutschranktemperatur zunichst zu starkem Auf- 
quellen gebracht und dann vollkommen gelést, auch (durch 
Hitze) coagulirtes Hiihnereiweiss kann man durch Harnstoff- 
losung wieder in Lésung bringen. In wie hohem Grade endlich 
der Harnstoff auch die Coagulation von Eiweiss durch Alkoho!l 
zu hindern vermag, wird spiiter auf Grund quantitativer Ver- 
suche des Niiheren auseinander gesetzt werden. 


; 
cem. 


Diese Einwirkung des Harnstoffs auf Eiweiss scheint ge- 
eignet, manche Angabe in der Litteratur zu ergénzen resp. zu 
erlautern. So schreibt Phil. Limbourg in seiner Arbeit 
‘Beitrige zur chemischen Nervenreizung und zur Wirkung 
der Salze»:!) «Legt man einen Froschmuskel in starke Harn- 
stoffldsung, so wird er sulzig, lasst sich leichter zerdriicken, 
die Sehne ist unschwer abzuziehen — man_ erhiilt eine 
schleimige, fadenziehende, bei geringem Erwiirmen in Wasser 
lOsliche Masse. — Es handelt sich vielleicht um einen. kata- 
lytischen Vorgang. Schwefelharnstoff zeigt dieselbe Wirkung, 
dagegen nicht salpetersaurer oder oxalsaurer Harnstoff, welche 
nur eine geringe Loslichkeit besitzen.»  Derselbe Autor hat 
dann spiter gelegentlich seiner Untersuchungen tiber die Ein- 
wirkung von Salzen auf Fibrin?) auch die Loslichkeit von 
Fibrin in Harnstolf gefunden, auch die Uncoagulirbarkeit seiner 
HarnstoffeiweisslOsungen richtig beobachtet, ohne jedoch die 
Sache, die er fiir einen rein physikalischen Vorgang anzu- 
sprechen geneigt ist, weiter zu verfolgen. Da er zudem die 
Fibrinauflésung in Gegenwart von Salzen derjenigen durch 
Harnstoff vollkommen an die Seite stellt, so braucht auf die 
einschliigigen Betrachtungen Limbourg’s nicht des <Ausfiili- 
lichen eingegangen zu werden. 

Die eiweisslOsende Wirkung des Harnstoffs wird jedoch 
auch sonst bisweilen in Erscheinung treten, und je nach dem 
Harnstoffgehalt werden daher eventuell auch harnstotl- 
haltigen Fliissigkeiten beziiglich der Coagulation von Eiweiss- 
korpern Verschiedenheiten auftreten. Die Berechtigung dieser 
Vermuthung muss allerdings im einzelnen Fall durch direkte 
Untersuchung erwiesen werden. Herr Prof. Hofmeister hat 
mich z. B. darauf aufmerksam gemacht, dass dies Verhalten 
zur Erkliirung der sich widersprechenden Angaben tiber den 
Bence-Jones schen Eiweisskérper beizutragen geeignet ist. 
Die nachfolgende Arbeit von Herrn Dr. A. Magnus-Levy aus 
dem hiesigen Institut bringt eine solche auf den Bence- 
Jones’schen Eiweisskirper beziigliche Untersuchung. 


1) Pfliiger’s Archiv, Bd. 41, 5. 303, 1887. 
2) Zeitschr. fiir physiol. Chemie, Bd. XII, S. 450, 1889. 
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Als stickstoffhaltige organische Verbindungen, die im 
Stande sind, Eiweiss mehr oder weniger vor der <Ausfiillung 
durch Hitze zu schiitzen, sind endlich noch die Senfble zu 
nennen. Die Wirkung der letzteren auf Eiweissstoffe ist 
-<chon vor lingerer Zeit von R. Buchheim festgestellt: 
Wahrscheinlich werden die eiweissartigen Kérperbestandthe ile 
durch sie veriindert, wenigstens wird durch das gewohnliche 
“Allyl-\Senfol die Gerinnung des Hiihnereiweisses durch Kochen 
verhindert.»!) O. Nasse hat dies dann fiir die anderen 
Homologen bestiitigt: «Alle SenfOle, welche ich erhalten 
konnte, Methyl-, Aethyl-, Allyl- und Phenylsenfol fiillen die 
Kiweisskorper nicht», «ein Zusatz derselben zur EiweisslOsung 
hebt deren Gerinnung auf.» «Nun ist aber dabei zu beachten», 
(ihrt O. Nasse fort, «dass die Gerinnung sofort und in der 
vleichen’ Weise wie bei der reinen Eiweisslésung  eintritt, 
wenn der Mischung eine, kleine Menge Siiure, um so mehr, 
je mehr Senfol zugefiigt war, zugesetzt wird. Die Senfole 
wirken also wie ein Alkali, bilden vielleicht eine Verbindung 
mit dem Eiweiss, eine Verbindung, die aber nicht fest) sein 
kunn, denn auch im zugeschmolzenen Rohre im Wasserbade 
erlitzt, tritt Gerinnung des Eiweisses auch bei reichlichem 
/usatz von Senfol ein. Immerhin miisste ein Versuch, die 
interessante Beobachtung von Buchheim zu erkliiren, an die 
neutralisirende Wirkung der Siiure ankniipfen!> 

Da unter den bisher angefiihrten Stoffen, denen eine ge- 
Hiimungshemmende Wirkung zukommt, sich Substanzen von 
verschiedenem Aufbau finden, Basen, Siitureamide, Senfole, 
~o ist kaum als sicher anzunehmen, dass es sich tiberall um 
den gleichen Vorgang handelt. 

Soweit die vorliegenden Beobachtungen eimen Schluss 
gestatten, handelt es sich bei den basischen organischen Stoffen 
wn eine den Alkalihydraten entsprechende Wirkung. 
Bein Cholin und Stoffen, deren basische Eigenschaften sich 
beim Zusammenbringen mit Indicatoren nach- 
welsen lassen, ist dies anscheinend selbstverstiindlich. Aber 


1, Lehrbuch der Arzneimittellehre, 3. Aufl., 1878, S. 383. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 13 
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auch bei Aminen, welche zwar nicht auf Farbstoff wirken, 
aber doch sonst unzweifelhafte basische Eigenschaften zeigen, 
wie Anilin, Toluidin u. s. w., liegt diese Annahme bei Weitem 
am nichsten. 

Weniger passend scheint zunichst eine Ausdehnung dieser 
Annahme auf die Séureamide und Harnstoffe. Doch  liisst 
sich fiir den basischen Charakter derselben nicht bloss ihre 
Verbindungsfihigkeit mit Siuren anftihren, sondern wir besitzen 
in der Reactionsgeschwindigkeit und der elektrischen  Leit- 
fahigkeit ihrer Salze sogar ein Maass desselben. Von diesem 
Gesichtspunkt aus ist durch W. Ostwald?) wie fiir die 
anderen Basen auch fiir den Harnstoff in wisseriger LoOsung 
NNH, 
gemacht. Zum Vergleich lasse ich einige der vorhandenen 
Zahlen iiber die Affinitiitsgr6ssen der von mir untersuchten Ver- 
bindungen folgen, wie dieselben namentlich von Ostwald’s 
Schilern J. Walker?) und G. Bredig’) festgestellt worden 
sind. Wiihrend die Muttersubstanz aller organischen Amine, 
das Ammoniak, eine ziemlich niedrige Dissociationsconstiante 
(K == 0,0023) zeigt, ist dieselbe bei anderen Verbindungen 
sogar bisweilen recht erheblich, z. B. fiir 


eine hydroxylhaltige Formel z. B. CO wahrscheinlich 


Piperidin K == 0,158 (direkt gemessen). 


Auch das Neurin hat nach Ostwald eine hohe Dis- 
sociationsconstante wie alle quaterniiren Basen. 
Daten ergeben sich auch aus der von J. Walker ge- 
messenen Leitfihigkeit der salzsauren Salzen: aus den hierbei 
erhaltenen Zahlen (Schwefelharnstoff 371,0: Acetamid 369.1: 
Harnstoff 368,6; Asparaginsiiure 226,0; Asparagin 217,0: Gly- 
cocoll 195.3: Pyridin 108,1) seien diejenigen fiir das Anilin 
(99,4) und Nitranilin (8376) hervorgehoben, die zeigen, dass 
in Uebereinstimmung mit den oben angegebenen Eigenschatten 
der beiden Basen beziiglich der fiillenden Wirkung auf Eiweiss- 


1) Journ. f. prakt. Chemie, Bd. XXX, XXXII u. XXXYV. 
2) Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. IV, 5S. 319, 1889. 
3) Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. XIII, S. 289, 1894. 


| 
; 
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kérper auch beziiglich der physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften der Einfluss der Nitrogruppe sich sehr deutlich zeigt. 

Auf Grund dieser Erfahrungen scheint das Verhalten 
concentrirter Harnstofflésungen gegen Eiweiss viel weniger tiber- 
raschend. In der That gleicht, wie nunmehr gezeigt werden soll, 
das bei der Harnstoffeinwirkung entstehende Produkt in 
allen wesentlichen Punkten tvypischem Alkalialbuminat, so 
schon in seinem iiusseren Habitus, indem es, namentlich bei 
hoherer Concentration, eine sulzige, gallertige Masse darstellt. So 
auch in allen typischen Losungs- und Fiillungsreactionen: durch 
Zusatz verdiinnter Sdure wird es leicht abgeschieden, wihrend 
es In concentrirter Salzsiiure und auch in starker Essigsiéure 
ljslich ist, ebenso ist es auch in verdiinnten Alkalien leicht 
loslich. 

Weiter wurde die Eiweissharnstoffldsung einer aus- 
giebigen Dialyse in fliessendem Wasser unterworfen. Dabei 
verblieb im Dialysirschlauch eine ziemlich stark opalisirende 
Fliissigkeit, aus der sich nichts abgeschieden hatte, ganz wie 
sich auch das Alkalialbuminat bei der Dialvse verhilt. Eine 
solche von Harnstoff befreite EiweisslOsung zeigte nunmehr 
beim Erhitzen typische Gerinnung: auch dies stimmt mit den 
Erfahrungen am Alkalialbuminat tiberein, denn auch eine durch 
Dialvse alkaliarm gemachte Alkalialbuminatl6sung gerinnt beim 
Sieden. 

Hervorheben moéchte ich endlich noch, dass zur Aus- 
fillung der Verbinuung ein bestimmter Siiuregrad noéthig ist, 
und dass dazu ein Ueberschuss von Kaliumhydrophosphat 
ebenso schwer ausreicht, wie zur Fiillung von Alkalialbuminat. 
Das tritt auch deutlich zu Tage bei der Bildung der Ver- 
bindung. 

Versetzt man eine durch Kaliumhydrophosphat deutlich 
sauure Eiweisslésung mit steigenden Quantitiiten einer 50° oigen 
Harnstofflésung, so tritt allerdings bei einem Gehalt von 1: 10 
hoch eine geringe Coagulation ein, wiihrend dieselbe in einer 
-chwach sauren Eiweisslisung, wie oben hervorgehoben, bei 
einem Gehalt von 0,4 cem. Harnstofflisung in 10 cem. voll- 
kommen ausbleibt. Aber die Coagulation ist unvollstiindig, es 

13* 


bleibt selbst bei Siedehitze viel Eiweiss in Losung: setzt man 
mehr von der Harnstoffl6sung hinzu, so tritt keine Coagulation 
mehr ein, wie dies schon bei 2,0 cem. Harnstofflisung 
zu com. Gesammtfliissigkeit der Fall ist. 

Anscheinend anders gestaltet sich der Vorgang, wenn wir 
eine mit Essigsiiure stark (deutliche Reaction gegen Congo) an- 
gesiiuerte Eiweisslosung mit steigenden Quantitiiten Harnstoff- 
losung versetzen, wie folgendes Protokoll zeigen moge. 

Protokoll X. 


Eiweiss mit Essigsiiure bis zur sauren Reaction gegen Congo-Papier 
anvesiuert: Harnstoffl6sung 50 procentig. 


Eiweiss- stoff- Gerinnungspunkt Bemerkungen 
losung losung 
1.0 8.0 1,0 704 70.6 | Beim Erhitzen feine Flocken 
1.0 7,0 2.0 67,2 | 67,6 triib 
1.0 6,0 30 63,5 63,2 
1.0 5.0 4,0 58,5 
1.0 40 | 5.0 495 50.0 
1,0 2.0 7.0 70,1 70,4 |Gerinnung unvollstindiy, 
viel in Lésung 
1,0) 1.0 8.0 — — Nur geringe Triibung 
1.0 0.0 9.0) Bleibt klar. 


Wie man. sieht, wirkt Harnstoff in stark satren 
KiweisslOsung zuniichst nur wie gewisse Salze, die den Coagu- 
lationspunkt herabdrticken, allméhlich jedoch, allerdings erst 
bei hohen Concentrationen, wird die Wirkung der Essigsiitire 
neutralisirt, und bei einem Gehalt der Lésung an Harnstoti 
von 45°'o ist die Coagulation vollkommen aufgehoben. Dieser 
Antagonismus zwischen Essigsiiure und Harnstoff ist wohl als 
ein Beweis mehr anzusehen, dass letzterer bei seiner Wirkung 
wie eine typische Base fungirt. 

Diese basische Valenz des Harnstoffs Siiuren gegen 
iiber, mit denen er keine bestiindigen Salze bildet, liisst. sich 
durch Versuche zeigen, in denen die Verseifung von Essigiither 
durch Schwefelsiiure nach Art der bekannten Versuche vou 
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W. Ostwald als Maass gewihlt wurde, wie es dhnlich schon 
fiir die Basen J. Walker in der oben citirten Arbeit mit 
Salzsiiure gemacht hat. parallelen Versuchsreihen, bei 
denen in der einen mit Wasser, in der anderen mit Harnstoff- 
ljsung verdiinnt wurde, verhielten sich die Mengen der vorhan- 
denen Siiuren (zugesetzten + neugebildeten) wie 14,85: 10,35, 
15,05: 12,55, 19,3: 13,5, 25,00: 18,20, 28,2: 20,7, 47,7:39,5 ete. 
Auch hier hat also Harnstoff die spaltende Wirkung von 
Jonen hindern vermocht, resp. Siiure wie ein echtes Alkali 
neutralisirt. 

Die Annahme, dass es in der Siiureamidlésung Hydro- 
xvlionen sind, welche die coagulationhemmende Wirkung ent- 
falten, setzt voraus, dass das Phiinomen nur in wiisseriger 
Losung auftritt. Dies liisst sich in der That am besten durch 
die Versuche am coagulirten Eiweiss zeigen. Wie oben nervor- 
cehoben, vermogen in wiisseriger LOsung sowohl Harnstoffe als 
auch Piperidin coagulirtes Eiweiss aufzuldsen; die Losung 
wird durch Alkohol nicht gefillt. Dagegen geht keine Spur 
von Eiweiss in Losung, wenn alkoholische Harnstofflosung oder 
Piperidinlosung angewandt wird oder Piperidin fiir sich mit 
hiweiss erhitzt wird. Dies zeigt deutlich, dass fiir das Phiinomen 
die Gegenwart von Wasser nothig ist. 

Wenn bei der Fithigkeit des Harnstoffs, Formamids ete., 
die Hitzegerinnung der nativen Kiweisskorper zu hindern, von 
der Bildung eines dem Alkalialbuminat éhnlichen Korpers die 
Rede war, so ist damit natiirlich keine Identitéit des entstan- 
denen Korpers mit) den durch Alkalihydroxyde  erhiiltlichen 
Produkten behauptet. Die viel intensivere Wirkung der fixen 
Alkalien fiihrt friihzeitig zu chemischen Veriinderungen, wie 
A\imoniak- und Schwetelwasserstoff-Abspaltung, welche bei 
hinwirkung der genannten Amide nicht beobachtet werden. 

ks darf aber nicht ausser Augen gelassen werden, dass 
der Begriff des Albuminats selbst kein chemisch definirter ist, 
ndem je nach der Intensitiit die Kinwirkung von Alkalien 
wachweisbar Albuminate (resp. Albuminsiiuren) mit verschie- 
denem Stickstoffgehalt (wie namentlich zuerst O. Nasse gezeigt 
hat), vermuthlich auch mit verschiedenem Schwefelgehalt 
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erhalten werden. Ueber die in solchen Fiillen zweckmiissige 
Nomenclatur wird wohl erst spiiter eine Entscheidung getroffen 
werden koénnen. Vorderhand wird es sich empfehlen, an dem 
Begriff, wie er sich aus den urspriinglichen Untersuchungen 
ergeben hat, festzuhalten, wobei das physikalische Ver- 
halten des Alkalialbuminats die Hauptrolle spielte. In Bezug 
hierauf herrscht zwischen der Wirkung der Alkalien und des 
Harnstoffs eine vollkommene Analogie: Wie oben ausfiihrlich 
gezeigt, vermag Harnstoff in geringerer Concentration bis zu 
4°) den Coagulationspunkt zu erhdhen, genau wie ver- 
diinnte Alkalien thun!): bet héherer Concentration die 
Coagulation ganz verhindert, ja beide sind im Stande, coagu- 
lirtes Albumin wieder in wiisserige Losung iiberzufiihren. 
Wie oben erwiihnt, hat O. Nasse auch in Betreff der 
Senfolwirkung die Analogie mit der Albuminatbildung betont. 
Bei dem chemischen Charakter der Senfole erscheint aber 
diese Annahme bedenklich, so geeignet sie ist, eine Ueberein- 
stimmung mit dem sonst bei stickstoffhaltigen Stoffen beobach- 
teten Verhalten herzustellen. Es darf vor Allem nicht ausser Be- 
tracht bleiben, was, als O. Nasse seine Vermuthung aussprach, 
noch nicht bekannt war, dass Senfole mit stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen leicht unter Bildung von Additionsprodukten reagiren: 
namentlich ist es bekannt, dass gerade mit den Spaltungs- 
producten des Eiweisses, den Amidosiiuren, die Senfole unter 
Bildung von Thiohydantoinen sich umsetzen. Nachdem 
O. Aschan?) dies zuerst festgestellt und die Natur der ent- 
stehenden Verbindungen erkannt hatte, haben W. Marck wald, 
M. Neumark und R. Stelzner?) gezeigt, dass alle Amidosiiuren 
in alkalischer L6sung bereits in der Kiilte unter starker 
Erhitzung mit allen Senfolen unter Bildung der entsprechenden 


Was Halliburton (Journ. of Phys., Bd. V. S. 152, fiir 
die Eiweisskorper des Serums gezeigt hat, dass durch Zusatz verduanten 
Alkalis der Opalescenzpunkt (allmaihlich von 70° auf 73° C2 und der 
Coagulationspunkt (von 76° auf 80°C.) steigt, gilt nach eigenen Erfalr- 
ungen auch fiir andere Eiweisskérper. 

2, Berl. Berichte, Bd. XVI, S. 154%, 1883 u. Bd. XVII, S. 426. [Sst 

3) Ebenda, Bd. XXIV, S. 3278, 1891. 
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Thiohydantoinsduren reagiren, ein Verfahren, das erst kiirzlich 
wieder von F. ROhmann?!) zur Abscheidung des Leucins aus dem 
Rohleucin. verwendet wurde. Ich mdédchte daher fir die 
Erkliirung des Ausbleibens der Eiweisscoagulation bei der Be- 
handlung von Albumin mit Senfolen die Modglichkeit nicht 
ausschliessen, dass es sich um Bildung von Senfileiweissver- 
bindungen handelt. 


1) Ebenda, Bd. XXXI, S$. 2188, 1898. 
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Ueber den Bence-Jones’schen Eiweisskorper. 
Von 


Adolf Magnus-Levy, 
Assistent der medicin. Klinik in Strassburg. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 37.) 


‘Der Redaction zugegangen am 20. Juni 1900.) 


lm Jahre 1847 entdeckte bence-Jones*!) im Urine eines 
von Mae-Intyvre behandelten Patienten einen eigenthtimlichen 
Eiweisskorper. Dieser unterschied sich von den gewohniict 
im Harne vorkommenden dadurch, dass der beim Erwiirmen 
des Urins entstandene Niederschlag sich beim WKochen  loste. 
um Erkalten wieder aufzutreten. Erhitzen aul 
ging der Niederschlag abermals in Losung Auch 
die durch Salpeter- oder Salzsiiure bet Zimmertemperatur cr- 
haltenen Fallungen verschwanden ber 100°.) Im Uebrigen zeigt: 
der Worper nach verschiedenen) Reactionen (Biuretreaction 
und Klementaranalyse die Kigenschaften und Zusammenset zune 
der Eiweisskorper. — Erst in den achtziger Jahren wurde diese 
Substanz von neuem beschrieben. Kiithne?) publizirte 
seine Untersuchungen fiber jenen eigenthiimlichen Harnkorper. 
den er schon 13 Jahre vorher aus dem Urine eines vou 
M. Doornik (Stokvis) behandelten Patienten isolirt hatte. 
Ks gelang ihm, jene Substanz cihrer giinzlichen Beziehung-- 
losigkeit im Systeme der Eiweisskérper entkleiden». 
Wwies eine so weit gehende Aehnlichkeit mit der damals vou 
ihm aus den Verdauungsprodukten des Eiweisses isolirien 
‘Hemialbumose» auf, dass Kiithne sie als dieser auf da- 
Niichste verwandt ansprechen konnte. Seit jener Zeit) sprich! 
man yon einer (Bence-Jones schen) «Hemialbumosurie 


*) Siehe Litteraturverzeichniss im Anhang. 
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Die Aufklarung der nosologischen Bedeutung, kli- 
nischen Stellung des seltenen Korpers ging aus der Feder 
jenes Autors hervor, der den dritten’ Fall) zusammen mit 
Huppert im Jahre 1888 beschrieb, aus der Feder Kahlers.*) 
kr fand bei der Section eines Patienten, der den mit so auf- 
fallenden Eigenschaften begabten Eiweisskorper im Harn aus- 
veschieden hatte, zahlreiche Myelome im Mark der Rippen: 
er hielt sich fiir berechtigt. zugleich im Hinblick auf die zwei 
friiheren, anatomisch klinisch freilich nicht so genau 
differenzirten Fille, einen Zusammenhang zwischen der «Hemi- 
albumosurie» und dem Auftreten der Mvelome in den Rippen 
wulzustellen. 

In den neunziger Jahren, namentlich ino der zweiten 
Hiilfte derselben, haben sich die Beobachtungen rasch gemehrt. 
Stokvis-Ribbink-Zeehuysen,4) Matthes-Neumeister- 
seegelken,®) Rosin-Siissmann,*) Ellinger?) brachten aus- 
fiirlichere Untersuchungen namentlich tiber die chemische 
Natur des Eiweisskérpers, Bozzolo,*) Naunyn,’) Stern berg,!") 
Bradshaw,4) Askanazy.??) Fitz'!*@) kirzere Mittheilungen. 
Die yon Kithne und Kahler aufgestellten Gesichtspunkte 
haben sich bisher im Wesentlichen als zutreffend erwiesen. 
Autoren) erkannten die Stellung des) Korpers in 
der Gruppe der Albumosen als richtig an, wenn sie dieselbe 
auch nicht, wie Kithne und Huppert, mit einer bestimmten 
Verdauungsalbumose identifizirten. (Die Resultate der che- 
miischen Untersuchungen und die Deutungen der einzelnen 
Autoren werden weiter unten besprochen.) In allen neueren 
Fillen, soweit) sie zur Autopsie kamen, wurden auch bisher 
Myelome im Knochenmark gefunden. Askanazy’s Beobachtung 
~eht mit den bisherigen nicht in Widerspruch: sie zeigte, dass 
dis Erscheinen des Bence-Jones’schen Kérpers nicht aus- 
schilesslich an jene Fille gebunden ist, in denen die Lymphome 
circumscript, als Myelome und nur im Knochenmark auftreten; 
scinem Falle war es zu einer «lymphadenoiden Degeneration 


*) Man kann diese mit Pappenheim.24) der in seimer Arbeit 
‘ber Lymphaemie vielfach die Anschauungen Neumann’s vertritt, als 
‘us gewordene Lymphome auffassen. — Zwar zeigen die circumscripten 
Lyinphome, die «Myelome», im Gegensatz zu den leukimischen Ver- 
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des Knochenmarks, zu allgemeiner Lymphomatosis und zu 
Leukiimie gekommen. Da, wo die Section fehlte. wiesen die 
klinischen Erscheinungen mit Sicherheit auf ein schweres 
Knochenleiden hin. Nur in dem Fitz schen Falle bleibt ein 
solches zweifelhaft. Die spiirlichen Notizen (Schmerzen in den 
Schultern und Steifigkeit in den Gliedern) berechtigen nicht 
zu weittragenden Schliissen. Eine Autopsie fand nicht statt. 
Die Harnalbumose wurde von Fitz zwar nicht eingehend 
untersucht, zeigte aber doch die wesentlichen und charakteri- 
stischen Eigenschaften des Bence-Jones schen Korpers. 
Prof. Naunyn tiberwies mir im Mai 1898 den Urin der 
von thm behandelten Patientin, die an multiplen Knochenaut- 
treibungen*) und «Bence-Jones scher Albumosurie» litt, zur 
eingehenderen Verarbeitung, die ich unter Leitung von Prof, 
Hofmeister durchfiihrte. Die Ergebnisse der Untersuchung und 
die Deutung, die ich nach denselben dem Bence-Jones schen 
Kiweisskorper geben muss, weichen nicht unerheblich von den 
bisherigen ab, so dass eine genauere Mittheilung der chemischen 
Untersuchung angezeigt scheint. (Kine ausfiihrliche klinische 
Mittheilung des Falles hat sich Prof. Naunyn vorbehalten.) 
Ich erhielt reichliche Quantitiiten des Urins yer- 
schiedenen Terminen des Krankheitsverlaufes innerhalb achtzelin 
Monaten durch die Vermittelung des die Patientin behandelnden 
Arztes, Dr. Koechlin in Miilhausen, dem ich fiir diese Unter- 
stiitzung zu bestem Danke verpflichtet bin. Der Urin gelangte 
in der kalten Jahreszeit ohne Conservirungsmittel, spiiter mit 
Chloroform oder Thymol versetzt, an das Institut. Er war 
meist sauer, dunkel gefiirbt, nur selten etwas trib, vom spe- 
cifischen Gewicht 1021— 1026; im Sediment fanden sich zeil- 
weise Gypskrystalle und, iibrigens in sparsamer Menge, globu- 
litenartige Ausscheidungen des Eiweisskérpers, wie solche auch 
von Kiihne und Rosin beschrieben sind; von getformten 
Bestandtheilen gelegentlich Plattenepithelien. Auffallend gering 


iinderungen des Knochenmarks die Eigenschaft der Boésartigkeit, sie 
bringen das Knochengewebe zum Schwund; ob man daraus in all 
gemeinpathologischer Hinsicht prinzipielle Unterschiede herleiten dar’, 
lasse ich unerortert. 

*) Eine Section konnte nicht gemacht werden. 
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war seine Neigung zur Fiiulniss, auch wenn keine giihrungs- 
hemmenden Mittel zugefiigt waren. 

Der Harn enthielt den Bence-Jones schen Eiweisskérper 
in grosser Menge bis zum Tode der Patientin. Seine Menge, 
bestimmt durch Wiigung des Alkoholniederschlags (unter Abzug 
dey Asche) oder durch Ermittelung des Stickstoffgehaltes der 
Tanninfiillung (nach Girgenso hn), betrug zu verschiedenen Zeiten 
94:24: 1,85; 2,0; 2,1; 1,6; 1,85°/o. Der Gehalt war somit 
im Anfang etwas hoher als spiiter. Die Urinmenge soll nach 
den Angaben des Arztes in der ersten Zeit gegen 1'/2, spiiter 
nur etwa 1 Liter betragen haben: somit wiiren im Antang tiiglich 
cegen 36 g, spiiter nur 18—20 des bence-Jones ‘schen 
Korpers zur Ausscheidung gelangt. In der Tagesmenge fanden 
sich bei zwei Bestimmungen in der ersten Zeit rund 16 ¢ 
Stickstoff, ven denen tber ein Drittel (5,6 ¢) in Form = yon 
Kiweiss enthalten war. 

Ich beschreibe im Folgenden: 1. die Reactionen des 
KiweisskOrpers im Urin, 2. die Methoden der Rein- 
darstellung, die Gewinnung in krvstallisirtem Zustand 
und die Eigenschaften des gereinigten Korpers, 3. die 
Resultate der Pepsinverdauung: ich gebe dann 4 den 
Vergleich meines Eiweisskérpers mit den von friiheren 
Autoren beschriebenen und 5. die aus den Beobach- 
tungen folgenden Schliisse iiber die Natur des Bence- 
Jones schen Koérpers und seine Stellung im System 
der Eiweisskérper, 6. Bemerkungen iiber Herkunft 
und Bildungsstitte des Korpers. 


I. Reactionen des Eiweisskorpers im Urin. 
Ich fasse dieselben in folgender tabellarischer Uebersicht 
zusammen, 


Tabelle I. 
Reaktionen des Eiweisskérpers im Urin. 


!. Erwirmen: _Ausfillung bei 60—65°, theilweise Klirung bei 
75— 100°. Beim Abkiihlen tritt stirkere 
Triibung auf. 

/Ausfiillung in der Kilte. In der Siedehitze 

theilweise léslich. Beim Abkihlen Verstir- 

| kung des Niederschlags. 


| 
| 


2. Salpetersiure (25°/o): 


6. 


. Neutralisation 


3. Salzsiiure (12'/2°/o); 


. Essigsiiure (30°). ): 


Neutralisation mit 
NaOH oder NH,: 

nach 
reichlichem  Zusatz 
von NaOH oder Es- 


sigsiiure : 
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Wie HNO,. 

Kein Niederschlag; nach geniigendem Zusatz 
auch nicht in der Wirme. 


Kein Niederschlag beim Finleiten in den aufs 


10fache verdiinnten Urin. 


Keine Fiillung. 


Reichliches Neutralisationspricipitat. 


&. Millon’s Reaction:  Schoéne Rothfirbung der Flocken beim Erhitzen. 
9. Biuretreaction: Rothviolettfairbung, 
10. Kalilauge und Blei- 


acetat: 


Starke Braunfiirbung beim Kochen. 


11. Alkohol: Vollige Ausfiillung durch 2 Volumentheile 46° , 
Alkohols. Der MNiedersehlag wird nac! 
kiirzerer oder liingerer Zeit unloslich, 

12. Tannin u. Essigsiiure: Starker Niederschlag, bei 100° nur in Spuren 


loslich. 


13. Pikrinsiiure: Starker Nicderschlag, bei 100° nur in Spuren 
loshich. 
Li. Essigsfiure - Ferro- 
eyvankalium: Geringer Niederschlag, viel ver- 
diinnten Urin: sich beim Kochen zum 


Kochsalz: 


Essigsiiure u. concen- 


trirte Nochsalzlosung: 


Theil und erscheint beim Erkalten wieder. 
Zusatz von 2 Volumen gesiittigter NaCl-Losung, 

keine Triibung. Aussalzen mit Steinsalz bei 
15—20": geringe Fiillung. in Wasser lésli: 

Aussalzen mit Steinsalz bei 37°: vollstandi ce 
Ausfiitlung; diese ist in H,O nicht mehr 


Vollstiindige Austillung. 


17. Magnesiumsulfat: Sittigung bei Zimmertemperatur; keine Falluns. 

8. Ammoniumsulfat : Vollstiindige Ausfiillung bei Zusatz von 2 Volu- 
mina gesiittigter Ammonsulfatlésung. 

Dialyse: Der KoOrper dialysirt nicht. scheidet sich auc) 


bei tagelangem Dialysiren nicht aus. 


Kine Reihe dieser Reactionen erfordert eine eingehendere 


Beschreibung. 


Verhalten 


beim Erwirmen. Bei langsamen 


Erwiirmen beginnt der Urin sich bei etwa 50° milchig: 
triiben, die Triibung nimmt dann zu und zeigt bei etwa 60— 60" 
in einer massenhaften  flockigen Ausscheidung ihr Maximum. 
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Bei héherer Temperatur (70°; beginnt eine deutliche Auf- 
hellung, und beim Siedepunkt ist ein grosser Theil des Nieder- 
schlages wieder in Lésung gegangen: doch bleiben — nicht 
unerhebliche Reste des Korpers in groben, sehr ziihen Massen 
ausgeschieden, die leicht an der Gefiisswand, sowie am Glas- 
stabe haften und sich wie Fibrinfiiden lang ausziehen lassen. 
Beim Erkalten triibt sich die Fliissigkeit stark, der so ent- 
<tundene Niederschlag list sich beim Erhitzen bis zum Sieden 
wieder nur zum Theil u. s. w. Je éfter man dieses wieder- 
holle, um so geringere Mengen des Eiweisskérpers blieben in 
der siedenden Fliissigkeit gel6st, und so gelang es auf diese 
Weise, den Korper successive bis auf die letzte Spur auszu- 
scheiden. Filtrirt man den Urin nach dem erstmaligen Erhitzen 
auf LOO’ durch ein auf dieser Temperatur gehaltenes 
dichtes Filter, so triiben sich beim Erkalten nur die ersten 
Antheile des Filtrats, wiithrend die letzten elweissfret sind: 
die Poren des Papieres verstopfen sich offenbar  ziemlich 
schnell. Eine vollstiindige Klirung des Urins beim Erhitzen 
auf 100°, wie sie einzelne friihere Autoren sahen, wurde nie 
erzielt, auch dann nicht, als der Harn auf das Fiinf- und 
Mehrfache verdiinnt wurde. — bei den aus spiiteren Zeiten 
stammenden Urinen wurde der Antheil des beim erstmaligen 
Erhitzen auf 100° nicht mehr in Lésung gehenden Nieder- 
<chlags immer grésser, doch konnte zumeist eine theilweise 
Klirung und eine erneute Triibung beim Abkiihlen beobachtet 
werden, sobald man den Urin in gewohnlicher Weise auf 
der Flamme erwiirmte.*) — Auf eine einfache Weise aber 


*) Urin, der, ein Jahr tiber Chloroform aufbewahrt. seine saure 
Reaction bewahrt hatte, zeigte dasselbe Verhalten wie der frische. Nur 
war die Loéslichkeit des Kérpers in der Hitze (mit oder ohne Zusatz von 
eagentien) noch geringer geworden als friiher. Die durch Erwirinen 
hei 60—65° erzielte dickflockige Ausfillung fangt bei 70° an sich zu- 
satmmenzuziehen, dann zu schmelzen. bei 86° enthilt der vOllig geklirte 
(rin am Boden einen compacten Niederschlag, und nur geringe Eiweiss- 
reste bleiben in Lésung. 

Kine im October 1899 erhaltene Urinprobe liess weder bei am- 
momakalischer Reaction (Zersetzung des Urins), noch auch nach dem 
Neutralisiren eine deutliche Klirung beim Erhitzen auf 100° erkennen, 
trotzdem der Harn auch jetzt noch 1'/2%o des Bence-Jones’schen 
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gelang es, den Koérper quantitativ in der Hitze schon beim 
erstmaligen Erwiirmen auszuscheiden. Ich verdiinnte 
10 cem. Urin mit 40 com. Wasser im langhalsigen Kjeldahi- 
Kolben und erwiirmte langsam auf dem Wasserbad: nun 
schied sich der gesammte Eiweisskérper als ziiher Nieder- 
schlag, fest an den Wiinden haftend, aus und ging auch beim 
Erhitzen tiber freier Flamme nicht mehr, selbst nicht in Spuren, 
in Losung. Die klare tberstehende Fliissigkeit konnte einfach 
quantitativ abgegossen werden und enthielt auch nicht die 
mindeste Spur des Eiweisskérpers: der Stickstoffgehalt des 
an den Glaswiinden festklebenden, gut ausgewaschenen Nieder- 
schlages stimmte genau mit dem des durch die Tanninfiillung 
im Urin erhaltenen tiberein, —- Je langsamer der Urin 
erwiirmt wird, desto vollstiindiger ist die Ausfiillung 
bei LOO?®. 

In der ersten Zeit der Untersuchungen musste das soeben 
geschilderte Verhalten der nur theilweisen Loslichkeit des 
Korpers bei 100° den Anschein erwecken, als seien im Urin 
zwei Kiweisskorper*) neben einander vorhanden: ein albumosen- 
ithnlicher, der, wie bei Kiihne u. A., bei 100° vollstiindig in 
Losung ging, und ein zweiter, der nach Art der  typischen 
Kiweisskorper in der Siedehitze vollig coagulirte. Es konnte 
scheinen, als ob der erste der beiden im Anfang in iiber- 
wiegender Menge im Urin vorhanden gewesen sei, um spiiter 
ganz zu versehwinden. Ich muss diese Annahme von yorn- 
herein zuriickweisen. Erstens zeigte der Urin, sowie der 
isolirte Eiweisskirper zu allen Zeiten genau das gleiche Ver- 
halten gegeniiber der fractionirten Ausfillung mit Ammonium- 
sulfat (siehe weiter unten): ferner aber gelang es, durch ganz 
geringe, anscheinend sehr wenig eingreifende Manipulationen 
(Fiillung mit Alkohol, Lésen des Niederschlages diinnem 
Ammoniakwasser, Neutralisiren mit Salzsiiure) den horper. 
Eiweisskérpers und daneben keinen anderen Eiweisskorper enthielt. Nach 
Zusatz von etwas Chlorammonium zu dem neutralisirten Urin zeigte 
dieser jedoch das charakteristische Phinomen der (theilweisen) Klirung 
bei 100° und der Triibung beim Erkalten sehr schén. S. w. u. S. 215. 


*) Matthes, sowie Ellinger fanden ausser dem Bence- 
Jones’schen Eiweisskérper noch Nucleoalbumin in ihren Fallen. 
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der im Urin vollig coagulirte, ohne Rest in eine Lésung zu 
bringen, in der er beim Erhitzen sich zu absoluter Klarheit 
liste (s. weiter unten S. 212). 

Zu 2. 25° /oige Salpetersiiure bewirkt in der Kiilte Aus- 
fillung, die sich im 10fachen Ueberschuss des Fiillungsmittels 
nicht lost, wohl aber, wenigstens theilweise, beim Kochen 
unter Auttreten der Xanthoproteinreacition. Beim Erkalten 
kehrt der Niederschlag zuriick; beim Neuerwarmen_ bleibt 
abermals ein Antheil, und zwar ein grésserer als beim ersten 
Mal, ungelést (ibrigens in auffallend grobkérniger Structur, die 
auch sonst Ofter beobachtet wurde, aber nie krystallinischer 
Natur war), Kiihne und Siissmann sahen thren (allerdings 
nur in geringer Menge auftretenden) Eiweisskorper sich schon 
in der Kiilte in einem Ueberschuss von Salpetersiiure aul- 
lisen. Bei mir trat dieses Phiinomen nie aul, auch nicht bei 
starker Verdiinnung des Urins. 

Zu 3. Verdiinnte Salzsiiure (12%/2%o) fallt’ wie 
Salpetersiiure in der Kiilte: die Fliissigkeit klairt sich unter 
Dunkelfirbung beim Erhitzen theilweise, beim Erkalten erscheint 
kein oder nur ein sehr spirlicher Niederschlag. 

Z7u7. Neutralisation mit Natronlauge nach reich- 
lichem Zusatz von Essigsiiture oder umgekehrt ergibt ein 
inassenhaftes Priicipitat; dasselbe fallt) noch reichlicher aus, 
wenn der alkalische oder angesiiuerte Harn vor der Neu- 
tralisation erhitzt wird (wobei er zuniichst klar bleibt); es 
bleibt aus, wenn nur wenig Alkali oder Siiure zum Harn 
zugesetzt war. 

Zu 11. Verhalten gegen Alkohol. Zusatz von 2 Vo- 
lumina 96°/oigen Alkohols scheidet den Kérper vollstiindig aus. 
Der Niederschlag ist nach einigem Stehen leicht abzufiltriren 
und, sofern gut ausgewaschen, fast rein weiss und miissig 
aschenhaltig. Bei liingerer Beriihrung mit Alkohol verliert er 
seine Loslichkeit fiir Wasser und verdiinnte Salzlésungen fast 
vollstiindig; ebenso im trockenen Zustand. Eine Reinigung 
durch wiederholtes Ausfillen mit Alkohol und Wiederauflésen 
in Wasser gelingt mit Zuhiilfenahme einer grossen, schnell- 
wirkenden Centrifuge (s. S. 210). 

Zu 15. Kochsalz. Zusatz von 2 Theilen  gesiittigter 
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Kochsalzlésung zum neutralisirten gibt keine Fiillung. 
Die Aussalzung mit Steinsalz bewirkt im Urin eine geringe 
Fillung (jedoch nicht in einer Losung des gereinigten Koérpers. 
Die bet Zimmertemperatur erhaltene Féllung in Wasser 
loslich, also eine echte Salzfiillung. Nimmt man dagegen die 
Siittigang bei 36° vor, so ist die Ausscheidung der Eiweiss- 
substanz eine vollstiindige, aber der Niederschlag geht beim 
Verdiinnen mit Wasser micht mehr in Losung. Er ist «coagulirt 
indem durch den starken Salzgehalt die Coagulationstemperatur 
unter die sonst beobachtete H6he (im Urin ca. 50°) herunter- 
gedriickt worden 

Zu 18. Aussalzen mit Ammonsulfat. Zusatz you 
2 Volumina gesiittigter Ammonsulfatldsung scheidet den Korper 
quantitatiy aus. Der Niederschlag ist in Wasser leicht loslich, 
sofern die Fiillung bei neutraler Reaction stattgefunden 
hat. Beziiglich der Methodik der Aussalzung von Eiweiss- 
korpern und der Bedeutung dieses Verfahrens ftir) deren 
Isolirung und Charakterisirung verweise ich auf die Arbeiten 
von Kauder,’) Pohl,'®) Ernst P. 

Die untere und obere Fiéillungsgrenze fiir meinen Korper 
lagen neutralisirten Urin bei einem Gehalt von 4.0) 
bezw. 5.9—6.0 com. Ammonsulfatlisung auf 10 com. Gesammi- 
volumen: d. h. die Fiillung begann, wenn 10 ccm. der Mischung 
von Urin, Wasser und gesiittigter Ammonsulfatl6sung 4,0 ccm., 
und war beendet, wenn sie 6 cem. der letzteren Fliissigkel! 
enthielten. Ausserhalb dieser Grenzen fiel kein eiweissartiger 
Korper aus. Bei einem Zusatz von 2,8—4 Ammon- 
sulfatlésung liess der Urin nach liingerem Stehen ein relatiy 
reichliches feinkOrniges Sediment fallen, das sich ausschliesslich 
als aus harnsaurem Ammon bestehend erwies. 


II. Isolirung und Verhalten des rein dargestellten Korpers. 
Gewinnung von Krystallen. 


Fiir die Isolirung und Reindarstellung des Kérpers wurden 
zwei Methoden in Anwendung gezogen, die Ausfiillung mil 
Ammonsulfat und die durch Alkohol. 
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1. Ausfallung mit Ammonsulfat. 

Durch Ausfallen grésserer Mengen neutralisirten Urins 
mit dem doppelten Volumen gesiittigter Ammonsulfatlésung, 
Auflsen des abfiltrirten, gut ausgewaschenen und = scharf ab- 
sepressten Niederschlages und mehrfache Wiederholung dieser 
Proceduren wurden grdssere Mengen des Koérpers gewonnen. 
Das bei der ersten Fillung mitgerissene harnsaure Ammon 
blieb bei der weiteren Umfillung zuriick, dagegen wurde stets 
ein dunkler Farbstoff mitgefallt, der nur durch Filtriren iiber 
Thierkohle (allerdings mit grossem Verlust) entfernt werden 
konnte. Der Eiweisskérper wurde als Niederschlag unter einer 
zu zwel Dritteln, oder gelést in einer zu einem Drittel gesiittigten 
Ammonsulfatl6sung aufbewahrt. 

Zur Anstellung von verschiedenen Reactionen  dienten 
entweder LOsungen des so gereinigten Korpers, die durch 
tugelanges Dialvysiren gegen fliessendes Leitungs-, zuletzt gegen 
destillirtes Wasser fast salzfrei gemacht waren, oder aber ein 
Fillungsprodukt, das durch Kochen der noch schwach 
aummonsulfathaltigen Losung niedergeschlagen war. Das so 
coagulirte und giinzlich unléslich gewordene Priiparat) wurde 
mit heissem Wasser erschépft, doch gelang es trotz wochen- 
ingen Auswaschens nicht, die letzten Reste des Ammonsulfates 
‘ortzuschaffen. Andere Aschenbeimengungen enthielt’ es nur 
in geringer Menge (P, Ca, Mg, kein Chior). An diesem Pri- 
parat fielen, ebenso wie im Urin, die Schwefelprobe, die 
leactionen von Millon, von Molisch und die von Adam- 
kKiewiez positiv aus. Bei der Kalischmelze: Indolgeruch 
und Rothung eines Fichtenspanes. Die Substanz enthilt also 
nicht oxydirten Schwefel, die Tyrosin- und die Indolgruppe, 
~owie den Kohlenhydratcomplex; letzteren jedoch, nach der 
“irke der Reaction zu schliessen, nur in geringer Menge. 

Bei der Spaltung mit Salzsiiure und Schwefelsiiure, die 
Ur. Spiro anstellte, wurde Leucin neben verhiiltnissmiissig 
viel Tyrosin und Glutaminsiiure gefunden. Eine Unter- 
“chung auf Glykokoll nach Spiro’s2°) Methode fiel in dessen 
inden trotz Verarbeitung relativ grosser Mengen (ca. 30 g) 
wegativ aus. Dieser Befund gewinnt an Interesse dadurch, dass, 
Wie Spiro gezeigt hat, die Heteroalbumose (des Fibrins) 
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reichlich Glykokoll enthilt. Der Nachweis dieser Amidosiiure 
gelang Spiro auch bei verschiedenen Eiweisskorpern, die den 
Complex der Heteroalbumose enthalten. Letztere Gruppe felt 
aber im Casein und im Bence-Jones ’schen Eiweisskirper 
(s. w. Bei beiden fehlt auch das Glykokoll. 

In der dialysirten Losung fielen die verschiedenen Fiillungs- 
reactionen iihntich aus, wie im Urin. Ein wichtiger Unter- 
schied besteht aber in dem Verhalten gegen Steinsalz. Wiih- 
rend die Siittigung mit diesem Salz im neutralisirten Urin be; 
Zimmertemperatur eine deutliche und erhebliche Triibung  }ye- 
wirkt, bleibt diese in der Losung des gereinigten Korpers 
ganz aus. 

Kinen anderen Unterschied hingegen, den frihere Forscher 
zwischen dem Verhalten des Urins und dem einer reinen, salz- 
freien Losung des Korpers festgestellt hatten, konnte ich mech! 
constatiren. Mehrere Autoren hatten gefunden, dass der Bence- 
Jones’sche Korper, durch Dialyse salzfret gemacht, in der 
wiisserigen Losung (ohne Zusatz von Salz oder Siiure) niclil 
inehr beim Erwirmen ausfiel. Mir gelang das nicht, selbst al- 
nach tagelangem Dialysiren der eingedampfte Rtickstand de- 
Aussenwassers sich als chlorfrei erwies. Stets wurde bein 
Erwiirmen auf ca. 60° ein Niederschlag erzielt. 

Der Korper fallt, wie das auch Ellinger fiir seine Sub- 
stanz angegeben hat, aus schwach saurer Loésung auf Zusalz 
von Ammoniak nicht aus. (Reaction auf Histon.) Die Fiillung-- 
grenzen der dialysirten neutralen Loésung fiir] Ammonsullal 
liegen bei 4,4 bezw. 6,2 cem., also um ein Geringes holier 
als im Urin. 


2. Ausfillung mit Alkohol. 


Kin anderes Priiparat wurde hergestellt durch Ausfillen 
des Urins mit 2 Theilen Alkohol und Ausschleudern auf einer 
grossen, elektrisch betriebenen Centrifuge, deren Benutzung 
mir Prof. Schmiedeberg freundlichst gestattete. Wiihrend 
lingere Beriihrung mit Alkohol den Korper «coagulirt», tril! 
das bei der kurzen Dauer dieses Verfahrens nicht ein. Bereil- 
nach einer Stunde konnte die klare Fliissigkeit abgehoben uni 
der alkoholdurechtriinkte Niederschlag in Wasser suspendirt de! 
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Dialyse ausgesetzt werden. Er list sich dabei leicht nach 
einiger Zeit, ohne auch nur in Spuren zu diffundiren. 
Nach 3—4maligem Wiederholen der Procedur wird der Nieder- 
schlag mit kaltem und heissem absoluten Alkohol, dann mit 
Wasser, wieder mit Alkohol und mit Aether erschdpft und 
trocken aufbewahrt. 

Das Priiparat enthalt noch reichlich Asche, hauptsiichlich 
Kalk, Magnesia und Phosphorsiiure, wohl von vorneherein in 
Form anorganischer Salze. 

Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergibt in 
diesem Priiparat 15,56 und 15,59°/o N, berechnet auf die 
aschenfreie, bei 110° getrocknete Substanz, ebensoviel als 
Neumeister und Ellinger in ihren Fiillen gefunden hatten. 

Die Form, in der der Stickstoff innerhalb des Molekiiles 
cebunden ist, wurde nach Hausmann!) ermittelt. Es waren 
vorhanden in Form von 


Amidstickstoff 1,33°/0 = 8,6°/0 des Gesammt-N, 
Diaminostickstoff 3,87°o 24,7°%0 » 
Monaminostickstoff 10,00°/o == 64,20/) » >» 
also gefunden statt 
15,57 (bezw. 100°/o) 15,20°/o = 97,5%o » > 


Die Vertheilung des Stickstoffs ist also eine ahnliche, 
wie sie Hausmann fiir das krystallisirte Eieralbumin und das 
Serumglobulin angibt. 

Vollkkommen phosphorfrei konnte ich meinen Korper 
nicht erhalten, auch dann nicht, als ich nach Ellinger’s Vor- 
gang die durch Alkoholfillung gewonnene Substanz in heissem 
Wasser nach Zusatz von etwas Natriumearbonat lOste und die 
Losung neutralisirte; eine Fillung von Nucleoalbumin_ be- 
obachtete ich dabei nicht, auch nicht bei leichter Ansiuerung. 
Nach mehrfacher Wiederholung der Procedur  betrug der 
P-Gehalt nur noch 0,05°/o. Es scheint sich darnach um sehr 
<chwer zu entfernende Aschenbeimengungen zu handeln, jeden- 
falls nicht um ein meinen Koérper in geringer Quantitat be- 
gleitendes Nucleoalbumin. Wenigstens habe ich bei den Ver- 
dauungsversuchen nie ein unldsliches Nucleinprodukt  auf- 
treten sehen. 

Bei lingerer Beriihrung mit Alkohol werden die durch 
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dieses Fiillungsmittel erhaltenen Niederschliige in Wasser ganz 
oder fast ganz unloslich. Doch lassen sie sich noch in Lésung 
bringen, so z. B. durch verdiinnte siedende Natriumcarbonat- 
losung, wie Ellinger angibt, und wie das auch mir leicht 
gelang. — Noch weniger eingreifend erschien mir folgendes 
Verfahren, bei dem ich eine tiberraschende und wichtige 
Beobachtung machte. 

Der neutralisirte Harn wurde mit 2 Theilen Alkohol ver- 
setzt, gekocht, der Niederschlag auf dem Filter mit heissem 
66° oigem Alkohol ausgewaschen und unter 1/4—1/2°/oige 
Ammoniaklosung gebracht. Nach einigen Stunden (beim Er- 
hitzen viel schneller) ist) vollige Aufl6sung eingetreten. Auf 
Z7usatz sehr verdiinnter Salzsiiure erhélt man, wenn die Reaction 
gerade anfiingt neutral zu werden, eine geringe, kaum = abzu- 
filtrirende Triibung, beim Ansiiuern eine voluminose, ohne 
eingreifende Mittel nicht in Losung bringende Fiillung. 
Wichtig ist das Verhalten der genau neutralisirten, etwa 1—2 
Procent Chlorammonium enthaltenden Losung. Diese gibt, wie 
der native Urin, beim Erwiirmen eine sehr starke Ausfiillung, die 
sich aber zum Unterschied von dem Urin in der Siedehitze 
zu absoluter Klarheit lost. Beim Erkalten erscheint der 
Niederschlag wieder. In dieser Fltissigkeit kann Ausfallung 
und Wiederaufldsen beliebig oft wiederholt werden, ohne 
dass auch nur Spuren bei 100° ungelést bleiben. 

Da die gewOhnlich im Harn auftretenden Eiweisskoérper 
nach Alkoholcoagulation sich nicht in verdiinntem Ammoniak 
aufldsen, so kann eine Beimengung von solchen jedentalls 
nicht vorhanden gewesen sein. 

Die wesentliche Bedeutung des Versuches liegt aber 
in anderer Richtung. 

Es ist niimlich gelungen, den K6rper, der sich im Urin 
unter Umstiinden durch Kochen in der Siedehitze vollstandiz 
ausfiillen liess, in eine Lésung tiberzufiihren, in der er sich 
(genau wie im Urin des Kiihne’schen Falles) beim Sieden 
wasserklar und restlos léste. 

Dieser Versuch zeigt auf das Schlagendste, dass die 
Verschiedenheiten in dem Verhalten des Kérpers bei 100° nur 
abhiingig sind von den Eigenschaften des lé6senden Mediums. 
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Entfernung der anderen Harnbestandtheile und Zusatz von 
Chlorammon lisst die Léslichkeit bei 100° auf das Schénste 
hervortreten. Aber auch ohne Entfernung der im Urin ent- 
haltenen Stoffe, d. h. im Urin selbst bewirkt ein Zusatz von 
Salmiak ein deutlicheres Hervortreten der fiir unseren Kérper 
charakteristischen Reaction. 

Man erhalt also aus dem Alkoholcoagulat den Koérper 
durch NH, oder NaHCO, mit nachfolgender Neutralisation von 
Neuem in einer Lo6sung, in der er seine hervorstechendste 
Kigenschaft wieder zeigt. Ob er ganz unveriindert ist, lisst 
sich bezweifeln. Wenigstens ist das Verhalten gegen Ammon- 
sulfat ein anderes, die Fiillungsgrenzen liegen niedriger, so 
fiir ein’ durch Ammoniak in Losung gebrachtes Priiparat bei 
(2.5 bezw. 6,0 com.) Ammonsulfatl6sung; fiir ein solches, das 
mit NaHCO, behandelt und dann neutralisirt war, bei 0,6 
bezw. 2,2 ccm. Die Fillungsgrenze erwies sich hier als nicht 
vanz constant. 

Inzwischen hat Spiro (s. d. vorangehende Publication) 
die Entdeckung gemacht, dass auch die gewOhnlichen echten 
Kiweissstoffe ihre Gerinnbarkeit bei 106° und die Fiillbarkeit 
durch Alkohol auf Zusatz von Harnstoff leicht einbiissen, ja 
dass COagulirtes Eiweiss durch Harnstoffl6sung verfliissigt wird. 

Im Anschluss an diese Entdeckung habe ich auch den 
Einfluss von Harnstoff und einigen Salzen auf meinen Korper 
studirt. Benutzt wurden einerseits neutraler Urin mit ca. 2°/o des 
bence-Jones schen Koérpers, ein desgleichen schwach alka- 
lischer und eine ca. 2°/o enthaltene salzfrei dialysirte Losung 
des Bence-Jones’schen K6rpers (durch Ammonsulfatfiillung 
yewonnen). Untersucht wurde der Einfluss von Harnstoff, 
Kochsalz, Salmiak, Chlormagnesium in concentrirten Lésungen 
von bekannter Stiirke, sowie von 2 verschiedenen Mischungen 
von Monokaliumphosphat mit Dinatriumphosphat, von denen 
die eine stark alkalisch, die andere stark sauer war. 

Allemal wurden zu 2 cem. der Losung des Bence- 
Jones’schen Kérpers verschiedene Mengen des Harnstoffs resp. 
der Salzlésungen hinzugefiigt und dann mit destillirtem Wasser 
4 cem. aufgefiillt. 

Das summarische Ergebniss der Versuche ist folgendes: 
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Ein Unterschied zwischen den drei verschiedenen Lésungen 
des Bence-Jones’schen Kérpers war nicht vorhanden. Von 
den angefiihrten Salzen liisst nur das Chlorammonium die 
Loslichkeit des Bence-Jones schen Kérpers bei 100° 
hervortreten, und zwar gibt es ein Optimum fiir den Zusatz 
des Salmiaks: die anderen Salze erweisen sich als wirkungs- 
los: auch beim Zusatz von Salmiak wird eine absolute Klérung 
bei 100° nicht erzielt, es bleibt eine feine Triibung bestehen. 
Ausserordentlich viel stiirker ist der Einfluss des Harnstoffs: 
es gelingt bei einem grossen Zusatz von Harnstoff, eine bei 
100° klare Lésung zu erzielen: andererseits fallen bei solchem 
Zusatz beim Erwiirmen nur mehr wenig Flocken aus: steigert 
man den Harnstoffgehalt noch um ein Geringes, so gibt die 
Losung bei keiner Temperatur einen Niederschlag, auch nicht 
beim Wiederabkiihlen. 

Die folgende Tabelle illustrirt diese Angaben tiber die 
Wirkung des Harnstoffs : 


HOO), | /Mischung | holtes 
Harn- | enthalt an Beim Bei | Er. 

Harn stoff He Erwirmen | warmer 
losung | gesetztem Ab- 

| Harnstoff | | kiihlen 
| | ¢ 
ecm.  2,0cem. starke Fallung | tritbe, viel grobe Tribung nimmt zut) 
| | | | Eiweisscoagula | | 
>» | O2 1,8 >» | 2,5 Jo > > triibe, kein > > >) 
1,60 » | 5,0 > >» Eiweisscoagulum starke Fallung 
> | 08 (1,5 » | 6,25 | geringere Fillung fast klar > » = 
O06 » | starke Tribung absolut klar |» Tribung 
> 0.7 1.3 » 8,7 °o |minimale schnell ver- >» » keine Fallung, 
| | schwindendeTribung bleibt klar?) E 
>» | |1,2 » 10,0 bleibt Klar > > | > > 
» 1.0 1.0 » 12,5 ° 0 » » > > » > - 
: 15 » ARR > > > > » > = 
> 20 0.0 » 25,0%% > > > > 


1, Zusatz von Harnstofflésung bringt in der Kalte, die Coagula 
leicht in Lésung. 

Zusatz von H,O bewirkt deutliche Triibung, die beim Fr- 
wirmen stark zunimmt. 


Die Wieder: 
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Der Zusatz von Harnstoff macht den Korper an_ sich 
nicht ungerinnbar. Verdiinnt man eine solche mit Harnstoff 
versetzte beim Kochen und beim Abkiihlen klar gebliebene 
Losung mit Wasser, so tritt nunmehr schon in der Kiilte ein 
Niederschlag auf, der sich bei 50° verstiirkt. 

Niederschlige des Bence-Jonesschen Korpers, die 
durch Erhitzen und Wiederabkiihlen gewonnen sind. gehen 
in miissig starker Harnstoffl6sung schon in der Kiilte leicht 
in LOsung.*) Zusatz von Harnstoff zum Urin erschwert die 
Ausfilllung des Eiweisskérpers durch Alkohol (und andere 
Reagentien). In einer 12' 2 Procent Harnstoff enthaltenden 
Losung sind (statt sonst zwei) 4'2 Volumen Alkohol zur 
vollstiindigen Ausfiillung nothig. 

Im Anschluss an diese Versuche wurde noch der Einfluss 
der ebengenannten Zusiitze auf die Ausscheidungstemperatur 
des Eiweisskorpers untersucht und zwar fiir Harnstoff, Kochsalz 
und Salmiak. Scharf beobachten liess sich hierbei nur das 
Kintreten der ersten Triibung, sowie der Zeitpunkt, bei dem 
das Maximum der Kliirung erreicht wird. (Die Momente der 
heginnenden Flockenbildung, der maximalen Triibung, der 
beginnenden Aufhellung lassen sich auch bei gleichzeitiger 
Anstellung der verschiedenen Versuche nicht gentigend schart 
aungeben.) Kin Einfluss des zugesetzten Salmiaks auf die Tem- 
peratur, bei der die erste Triibung erreicht wird, war nicht 
nachweisbar. Steigender Kochsalzzusatz erhohte die Fiallungs- 
femperatur um ein Geringes (von 54 auf 56°); erst bei sehr 
~tarkem Kochsalzgehalt tritt eine Herabsetzung ein, so dass 
eine mit Salz gesattigte L6sung bei 46° die erste Ausscheidung 
zeigt: liisst man bei 37° im Brutofen die gesiittigte LOsung 
einige Stunden stehen, so tritt eine vollstiindige Coagulation 
~chon bet dieser Temperatur ein. Steigender Harnstoltizusatz 
erniedrigt den Triitbungspunkt (von 58,5 auf 52,5°). 


*) Auch diese schon einmal unldslich gewesenen Lésungen zeigen 
ibnlich wie die wieder in Lisung gebrachten Alkoholfallungen (s. 8. 213) 


eine Verschiebung der Fiillungsgrenzen durch Ammoniumsulfat nach 
inten. 


2 cem. 2.0 2.0) 1,0 2.0 | Urin 
04 0.7 1.0 cm} 50°o Harnstofflésung 
2 » 1.8 1.6 1,3 1.2 1.0 Aqua dest. 


53.0 92.5 52.5 52.5 57.0 bleibt aus} erste Triibung 


DR BLD Dleibtaus. >» «| dichte > 
59 56 «63 » »  » » | Flockenbildung unter Klarun: 
67 | 62 58 63 63 | » » | Aufhellung 
RD | 76 72 71 71  — | Maximumderklirung erreict: 


viel Coa- 


wenlg Coagula ganz klar bei 100° 
geschmol- 
zenem 
Zustand 
veringe deutliche minimale) bleibt klar ber Abkihlung. 


Triibung Tribung Tribung 


Harn Yeem. 2 2 cem.2 ecem.2 cem.2 cem, 1 ecm. 4 cem 
NaCl-LismgO > O2 > OF » O8 » 12 > 16> | 

Aqua dest. >» > 12> O8 » O4 > — | 


gesattizt 


Erste Tribung 54.0 54.5 565) 


Gewinnung von Krystallen. 

Versuche, solche nach Hofmeister’s Methode durch 
freiwillige Verdunstung einer ammonsulfathaltigen LOsung 
des Bence-Jones schen Korpers zu erhalten, schlugen_ trotz 
Anwendung der verschiedensten Kunstgriffe zuniichst fehl. E- 
wurden nur schOne grosse Globuliten erhalten. Erst als eine 
Losung des Kérpers, die etwas weniger als 40 Volumprocente 
vesiittigter Ammonsulfatlisung enthielt (bet welchem Gehai! 
die untere Féllungsgrenze noch nicht erreicht ist), ver- 
schlossener Flasche bei Zimmertemperatur fortgestellt war. 
zeigten sich nach Ablauf von vier Monaten millimetergrossc. 
glitzernde Krystalle in Drusen an den Wiinden der Flasche 
ausgeschieden, Thre Menge vermehrte sich, als die Fliissig- 
keit nun einer iiusserst langsamen Verdunstung ausgesetz! 
wurde. Nach weiteren drei Monaten stand eine etwas grosserc 
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Menge von schon ausgebildeten Krystallen, gemischt mit weniger 
<ch6nen Exemplaren und mit Globuliten, zur Verfiigung. Sie 
wurden abfiltrirt, scharf abgepresst, in Wasser gelOst und 
mit Ammonsulfatlbsung bis zur beginnenden Triibung versetzt. 
Nach 24 Stunden war ein grosser Theil des Eiweisskorpers 
krystallinisch ausgeschieden, und der noch in Losung ver- 
bliebene Antheil konnte durch weiteren Zusatz von Ammon- 
sulfat krystallisirt erhalten werden. Auf diesem Wege wurde 
der K6rper noch mehrfach umkrystallisirt; er fiel dabei sofort 
krystallisirt aus. Makroskopische Krystalle wurden nie wieder 
erhalten. — Leider musste ich mich auf diese aus jener einen 
Flasche erhaltene Ausbeute beschriinken. Trotz Wiederholung 
der Versuche unter den gleichen iiusseren Bedingungen, trotz 
Impfung mit den vorhandenen Krystallen, trotz aller erdenk- 
lichen Variationen, die durch ein ganzes Jahr fortgeftihrt 
wurden, gelang es nicht, weitere Krystalle zu gewinnen. Die 
Ausbeute war gering, ca. 1 g. 

Die Krystalle zeigten die Gestalt schéner Rhomboeder, 
etwa der Kalkspatrhomboeder; sie erwiesen sich im Gegen- 
satz den Globuliten als doppeltbrechend, Ueberein- 
stimmung mit allen anderen bisher auf gleichem Wege_ er- 
haltenen Eiweisskrystallen, 

Bel der geringen Menge des Materials konnte ich nur 
die hauptsachlichsten Eigenschaften der Krystalle  priifen. 

Die unter einer ammonsulfathaltigen L6sung aufbewahrten 
Krystalle losten sich nach dem Filtriren und Abpressen etwas 
langsamer in Wasser als der unkrystallisirte Korper, immerhin 
genigend leicht. Die wisserige LOsung wurde beim Erwiirmen 
stark getriibt, bei 100° wurde sie bei noch vorhandenem 
geringen Salzgehalt klar, wiihrend nach starker Dialyse, wenn 
das Ammonsulfat bis auf Spuren entfernt war, in der Siede- 
hitze Kliirung nicht eintrat. Die Féillungsgrenzen durch Ammon- 
“lfat lagen fiir die salzfreie, sehr stark verdiinnte Lésung 
des Bence-Jones’schen Kérpers bei 4,8 resp. 6,6 ccm. 
Ammonsulfatlésung, also etwas hoher als im Urin. 

Gegen Salpetersiiure, Kochsalz, Kochsalzessigsiiure, Ferro- 
cvankaliumessigsiiure reagirte die Loésung des  krystallisirten 
horpers genau wie die des nicht krystallisirten. 
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Die Krystalle waren noch nicht aschefrei: Bei der Salpeter- 
schmelze ergaben sie (durch Molybdénsaure- und Tripelphosphat- 
niederschlag nachgewiesen) einen geringen Phosphorgehalt. Da 
die direkte Veraschung im Platintiegel aber eine nicht saure, 
sondern eine in Wasser unlésliche, in Salzsdure losliche Asche 
lieferte, so darf auch hier der Phosphorgehalt wohl auf eine 
Beimengung von Kalk und Magnesiaphosphat bezogen werden. 

In letzter Zeit ist es gelungen, durch geeignete Vor- 
behandlung (mit ammoniakalischer Magnesialésung) die Phos- 
phate zu entfernen und ganz phosphorfreie Priiparate zu er- 
halten. (Zur Verbrennung gelangten zweimal Proben yon 
mehr als 1 gdes Bence-Jones schen Kérpers 

Bisher sind nur wenige dem Thierreiche entstammende Ei- 
weisskOrper krystallisirt erhalten worden; vor vielen Jahrzehnten 
schon die Hiimoglobine verschiedener Thierarten, die ohne 
Zusatz von Salzen_ krystallisiren. Aus salzhaltiger Losung 
krystallisiren das Eieralbumin (Hofmeister?!) das Serum- 
albumin des Pferdes, des Kaninchens (Giirber??), des Meer- 
schweinchens (S. Gruzewska?®*) und der Bence-Jones sche 
Korper. Moraezewskis?*) Angabe, dass er Casein und 
Vitellin in Verbindung mit Phosphaten zur Krystallisation ge- 
bracht habe, hat noch keine Bestiitigung gefunden. 

Der Bence-Jones’ sche Kérper ist, vom Héamoglobin 
abgesehen, der erste dem menschlichen Organismus eut- 
stammende Eiweisskérper, dessen Krystallisation im Glase 
des Chemikers gelungen ist. Zwar ist noch ein anderer 
krystallisirter Eiweissstoff gleicher Abstammung bekannt: aber 
dieser gelangte bereits in krystallisirtem Zustand dem Chemiker 
in die Hiinde: es ist dies der von Noél Paton!) im Harn 
eines (an einer unbekannten Krankheit leidenden) Mannes au'- 
gefundene Eiweisskorper. Dieser, offenbar ein Globulin, fand 
sich im Harn in kolossaler Menge vor, zum Theil gelost, 
zum Theil in centimeterlangen, prachtvoll ausgebildeten Nadeln. 
Der im Harn geléste Antheil schied sich bei der Dialyse 
vleichfalls in Krystallen aus. — Dieser Kérper ist seither noc! 
nicht wieder gefunden worden. 

Es ist interessant, dass die beiden einzigen aus dem 
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menschlichen Stoffwechsel herrithrenden Eiweisskérper, die man 
in krvstallisirtem Zustand kennt, pathologische Produkte 
<ind, und dass sie im Harn vorkommen. 


III. Verhalten bei der Pepsinverdauung. 


Die bisher angefiihrten Versuche hatten die Vermuthung 
wachgerufen, dass es sich bei unserem Korper nicht um eine 
albumoseniihnliche Substanz handle, sondern dass sie viel- 
mehr den genuinen Eiweisskérpern nahe stehe: Verdauungs- 
versuche mit Pepsin konnten unter Umstiinden Aufklarung 
liefern, Wir haben uns zur Trennung der Albumosen = aus- 
<chliesslich der Hofmeister schen Methode, wie sie von 
k. P. Pick'4) eingefiihrt wurde, bedient. Unter den Ver- 
dauungsprodukten kann man zur Zeit mindestens zwei primiire 
(Proto- und Heteroalbumose), sowie mindestens drei «secundiire 
Albumosen A, B, C» unterscheiden und yon einander trennen, 
und weiterhin zwei «Peptone» isoliren. 

Aus dem Verdauungsgemisch des Bence-Jones schen 
Korpers konnte ich eine durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat 
fillbare Albumose isoliren, die sich nach ihrer relativen L6s- 
lichkeit in Alkohol und nach ihren sonstigen Reactionen als 
Protoalbumose erwies, dann drei durch grésseren Ammon- 
sulfatzusatz fillbare Albumosen und zwei Peptone; diese Korper 
zeigten im Wesentlichen iihnliche Eigenschaften, wie die ent- 
sprechenden Produkte aus Fibrin, Albumin, Globulin u. s. w. 
Kine Substanz vom Verhalten der Heteroalbumose fand sich 
nicht. — Ebensowenig gelang der Nachweis eines unl6slichen 
Nucleins im Verdauungsgemisch. 

Der Verdauung wurden nach orientierenden Vorversuchen ca. 40 ¢ 
einer drei- bis viermal mittelst Ammonsulfat <umgefallten» Substanz 
nterworfen, die zum Schluss durch 24stiindige Dialyse vom gréssten Theile 
(les Salzes befreit worden war. Als Pepsin diente das beste Griibler'sche 
Praparat. Nach spiitestens 2—3stiindiger Verdauung war der urspriing- 
che Kérper ganz verschwunden und liessen sich schon siimmtliche iiber- 
iaupt erhaltliche Fractionen, inclusive der Peptone, nachweisen; nach 
'—I10 Stunden waren noch reichlich «primire», d. h. durch Halbsiittigung 
uit Ammonsulfat fallbare Albumosen vorhanden, nach 30 Stunden nur 
~parliche Reste derselben. Nach einer Verdauung von 8 Tagen waren 
se nicht mehr nachweisbar; es fanden sich nur wenig «secundire 
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Albumose A», reichlich dagegen die anderen Fractionen vor. — Bei dey 
Neutralisation der Verdauungstliissigkeiten wurde ein Priicipitat nie er- 
halten; doch schieden sich beim Eindampfen des neutralisirten Ver- 
dauungsgemisches auf etwa ein Fiinftel Flocken (von Acidalbumin?) aus. 
deren Menge zur Untersuchung nicht ausreichte. — Bei der Trennune 
der einzelnen Fractionen verfuhr ich genau wie Pick, Alexander! | 
Umber18) u.s. w., auf deren Arbeiten ich verweise. 

Die untere und obere Fiillungsgrenze der ersten Fraction (primire 
Albumosen) lagen bei 3.2 bezw. 4,8 (bet einem zweiten Versuche bei 2.s 
bezw. 4.8), die fiir die zweite Fraction (secundiire Albumose A) bei 5.5 
bezw. 7.2, fiir die dritte (secundiire Albumose B) bei 7.8 bezw. 9,2 ccm. Die 
vierte (secundiire Albumose C) fiel am besten aus beim Zusatz yon 
Volumen schwefelsiiurehaltiger Ammonsulfatldsung zu der ammon- 
sulfatgesiittigten Auflésung: die beiden Peptone wurden, wie bei Pick 
und Uinber, durch Fiillung mit Jodjodkalium gewonnen und dann durch: 
Alkohol vetrennt, dann gereinigt. Ein Vergleich dieser Fiallungsgrenzen 
mit denen der Verdauungsprodukte des Fibrins, Eieralbumins, Serum- 
albumins und Serumglobulins (ef. deren Zusammenstellung bei Umber 
zeigt eine Aehnlichkeit des Verhaltens unseres Kérpers mit dem Globulin. 
Wiihrend die Fiillungsgrenzen fiir die secundiire Albumose A bei den 
ibrigen obengenannten Korpern bei 5,4 bezw. 6,2 ccm. liegen, sind sie bein 
Serumglobulin und dem Benee-Jones’schen Koérper erheblich hoher 
(5,6 bezw. 7,2 cem.). Die Gesammtausbeuten waren, wie bei den fritheren 
Autoren, im Vergleich zu der Menge des Ausgangsmaterials gering. 
immerhin zur Anstellung aller Reactionen ausreichend. In sehr spiirlicher 
Menge war nur die secundiire Albumose C vorhanden. 

Aus der ersten Fraction der «primiiren Albumose», war eine Heterv- 
albumose nicht abzuscheiden, weder bei der Dialyse (Kiithne), noch auch 
nach Zusatz von einem halben und einem ganzen Volumen Alkoho! 
zur wiisserigen Auflésung und mehrstiindigem Kochen des Gemisches 
am Riickflusskithler (K.P. Pick). Nach letzterer Methode war im Hot- 
mmeister’schen Laboratorium aus den beiden sogenannten «primiiren 
Albumosen» bei siinmtlichen bisher untersuchten Korpern, mit  Aus- 
nahme des Caseins, eine Heteroalbumose isolirt worden. Nur bei letzteren 
Produkte und bei unserem Korper fehlte sie. 

Die folgende Tabelle gibt eine Uebersicht der Fiallungsgrenzen 
und der hauptsiichlichsten Reactionen unseres Kérpers und seiner Ver- 
dauungsprodukte. Die letzteren verhalten sich im Allgemeinen  dhnilic! 
wie die Pepsinspaltungsprodukte aus anderen Eiweisskérpern, soweit sir 
bis damals in Hofmeister’s Laboratorium untersucht waren; einige Ab- 
weichungen (Auftreten der Millon’schen Probe beim Pepton B. div 
Schwiche der Molisch’schen Reaction bei den secundiren Albumosen 
A, Bu. s. w.) machen eine erneute Untersuchung wiinschenswerth. >! 
sind zum Theil vermuthlich von der noch nicht weit genug durci- 
gefiihrten Trennung und Reinigung der einzelnen Fractionen abhine!- 
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IV. Zusammenfassung und Vergleich mit den Angaben 

friherer Autoren. 

Ich habe im Urin meines Falles nur einen einzigen 
Eiweisskorper nachweisen kénnen. Die Abwesenheit von 
Albumin und Globulin liess sich durch das abweichende 
Verhalten gegen Ammonsulfat*) ausschliessen, die des letzt- 
genannten Eiweisses auch noch durch das Verhalten des 
Harns gegen Magnesiumsulfat und bei Einleiten von Kohlen- 
siiure sowie bet der Dialyse. Vor Allem= spricht gegen dic 
Anwesenheit eines der gewohnlichen coagulablen Eiweiss- 
kOrper der Umstand, dass der durch Alkohol erhaltene un- 
loslich gewordene Niederschlag sich restlos in’ verdtinntem 
NH, Jéste, und diese Losung nach Neutralisation wieder 
Verhalten des urspriinglichen Korpers, d. h. véllige Loslichkeit 
bei 100°, zeigte. — Nucleoalbumin, von Matthes und 
Ellinger gefunden, schien nicht beigemengt zu sein. Auch 
die Anfangs sich aufdriingende Moglichkeit, dass zwei von den 
gewohnlichen abweichende Eiweisskérper in’ dem yor- 
handen seien, hat sich als unrichtig erwiesen. 

Der von mir untersuchte Bence-Jones sche Korper steli! 
den von friiheren Forschern studirten jedenfalls nahe. Bezeichnen 
diese ihn aber durchgiingig als eine mit den Verdauungsalbu- 
mosen identische oder ihnen nahestehende ¢Albumose», 
kann ich fiir meinen Korper dieser Aufassung nicht beipflichten. 

Die Beschreibung, die die bisherigen Autoren von dem 
Bence-Jones schen Eiweisskérper geben, geht in recht vielen 
Punkten auseinander; auch mein Fall zeigt seine Besonderheiten. 
Die Frage driingt sich auf: Umfasst der Begriff «Bence- 
Jones’scher Eiweisskérper» eine Gruppe von Substan- 
zen, und haben die Untersucher verschiedene Korper 
in Hiinden gehabt, oder handelt es sich um einen ein- 
heitlichen Kérper, bei dem nur unwesentliche Verschieden- 


*) Serumglobulin beginnt bei einem Gehalt von 33 Volum- 
procenten’ Ammonsulfatlisung auszufallen, Serumalbumin bei eine! 
solechen von 66. Das Eiweiss des Harns dagegen fiel zwischen 40 un: 
60 Volumprocenten aus. 
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heiten der Untersuchungsmethoden und -Bedingungen zu 
verschiedenen Resultaten und divergirenden Auffassungen gefthrt 
haben ? 

Zur Entscheidung dieser Alternative ist ein genauer kriti- 
<cher Vergleich der bisherigen Angaben und ein Hervorheben 
der Verschiedenheiten nicht zu umgehen. 

Eingehendere chemische Untersuchungen liegen vor von 
Bence-Jones, Kiihne, Huppert, Zeehuysen-Stockvis, 
Matthes, Rosin (Stissmann) und Ellinger. 

Ein Vergleich unseres Korpers mit den von diesen Antoren 
beschriebenen ist freilich nicht in siimmtlichen Punkten gleich- 
miissig durchfiihrbar, weil die einzelnen Forscher nicht alle 
Kigenschaften gleichmiissig beriicksichtigt und studirt haben; 
weil ferner manche Reactionen mit dem Urin, andere hingegen 
mit der L6sung der reinen Substanz angestellt worden sind: 
auch die [solirung und Reindarstellung ist nach verschiedenen 
Methoden erfolgt. Nichtsdestoweniger liisst sich ein Vergleich 
zum Mindesten fiir eine Reihe der wichtigeren Reactionen 
durchfiihren, fiir welche scheinbare oder thatsiichliche Diffe- 
renzen in den Angaben vorliegen. 

1. Die Coagulationstemperatur wird von den einzelnen 
Autoren verschieden angegeben und schwankte auch im ein- 
zelnen Fall. Die erste Triibung trat beim Erwiirmen des 
Urins fiir gewoOhnlich innerhalb der Grenzen von bis 
O8° auf; stark salzhaltigen Losungen lag die Coagu- 
‘ationstemperatur meist tiefer, doch betonen die meisten 
Autoren (Kithne, Matthes, Ribbink, Ellinger), dass sie 
abhingig sei von Salz- und Siiuregehalt. Das trifft auch fiir 
meinen Korper zu: im Allgemeinen sinkt (von einer gewissen 
Concentration an) [Pauli®)| mit zunehmendem Salzgehalt die 
Coagulationstemperatur. 

2. Vollstindigkeit der Lésung des Korpers bei 
100°. Auch hier liegen Differenzen in den Befunden vor. Bei 
\tihne sowohl wie bei Matthes war der Korper bei 100 ° 
im Urin vollstiindig gelist, ebenso bei Ellinger. Die in der 
“iedehitze bei letzterem Autor noch vorhandene Triibung riihrte 
von Nucleoalbumin her; bei Ribbink und Huppert, sowie 
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in dem Fall von Rosin-Stissmann jedoch wurde der Harn 
beim Kochen nicht vollig klar. Das Gleiche gibt auch Matthes 
an, sofern der Salzgehalt des Urins etwas grésser 
war. Mein Korper ging beim Kochen des Harns nie vollig 
in Losung, aber doch zum grossten Theil, wenigstens im Beginn 
der Untersuchungen. 

Diese geringfiigigen Unterschiede wiirden an sich kaum 
zum Auseinanderhalten dieser EiweisskoOrper nothigen. Nun 
zeigte sich aber mein Eiweisskérper in den spiteren Krank- 
heitsstadien bei 100° im Harn véllig oder fast vollig unlds- 
lich: er liess sich bei Siedetemperatur selbst) bei neutraler 
Reaction in vollstindig coagulirtem Zustand quantitativ nieder- 
schlagen, verhielt: sich also wie ein gewOhnliches Harneiweiss. 
Trotzdem ist es nicht erlaubt, daraufhin meinen Eiweisskorper 
als von den fritheren verschieden hinzustellen, denn es lag 
vollstiindig in unserer Hand, den Korper bei 100° loslich oder 
unloslich zu erhalten und alle Uebergiinge zwischen diesen 
Extremen herzustellen, 

Wie es einerseits moéglich war, durch eine geringe 
Aenderung der physikalischen Bedingungen (Verdtinnen des 
Urins, langsames Erwiirmen in einem langhalsigen Kol- 
ben) dem Korper die vorher deutliche Loslichkeit 
bei 100° zu nehmen, ebenso gelang es andererseits, durcli 
einfache chemische, nicht eingreifende Massnahmen dem 
Korper die von Kiihne und Matthes beobachtete voéllige 
Loslichkeit bei 100° zu ertheilen. Das galt sowohl fiir 
eine) Chlorammonhaltige L6sung eines durch Alkoholfallung 
beim Sieden erhaltenen Niederschlags, wie auch fiir Urin, in 
dem Zusatz von Salmiak und besonders Harnstoff die vorher 
fehlende vollige Loslichkeit bet 100° auftreten liess. 

Gleich wie bei manchen anderen Eiweissk6rpern (Casein, 
Globulin) die Léslichkeit in Wasser bei gewohnlicher Tempe- 
ratur, wie bei ihnen und auch den Albuminen die Fiillung 
in der Wiirme, die Coagulationstemperatur und die Voll- 
stiindigkeit der Abscheidung nicht eine diesen Korpern = an 
sich zukommende Eigenschaft darstellt, sondern von Salz- 
cehalt, Reaction, Anwesenheit anderer Stoffe sehr wesentlich 
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abhiingt, ebenso gilt das fiir das verschiedene Verhalten des 
Bence-Jones’schen Korpers in der Siedehitze, 

Die Kenntniss dieser die Loslichkeit) der Eiweisse be- 
dingenden dusseren Einfliisse hat durch Spiro’s Entdeckung 
der Eimwirkung einer Harnstoffl6sung auf die Coagulirbarkeit 
der «echten» Eiweissstotfe eine wesentliche Vervollstiindigung 
erhalten, 

Kinige dieser Einfltisse auf die Loéslichkeit des Bence- 
Jones schen Korpers habe ich oben beschrieben. Auf so 
erhebliche Verschiedenheiten, wie ich sie kiinstlich eimtihrte, 
diirfte sich freilich das verschiedene Verhalten des im Urin ge- 
listen Bence-Jones schen Korpers nicht zurtickfiihren lassen. 
Weder dirfte in den Fiillen von Kiihne und Matthes ein 
<tirkerer Chlorammongehalt noch ein grosserer Harnstoffgehalt 
vorhanden gewesen sein, als ino meimem Fall und ber den 
anderen Autoren. Im Harn combinirt sich der Einfluss der 
Reaction, der Dichte, des Gehaltes an Harnstoff und anderen 
~tickstoffhaltigen oder stickstofffreien Extractivkorpern, der- 
senige der verschiedenen Salze in so untibersehbarer Weise, 
dass es ohne eingehende Analyse nicht moglich ist, festzu- 
stellen, welcher Einfluss im eimzelnen Fall der vorwaltende 
und ausschlaggebende ist. Sowohl bei saurer wie auch bei 
ulkalischer Reaction, nach Zusatz von Wasser oder olime 
Verdiinnung beobachtete ich die verschiedensten Grade der 
Loslichkeit:; auch der Zusatz von Salzen we. zum 
oder zu einer wiisserigen Losung gab gelegentlich abweichende 
Resultate. 

Auch bet den anderen Autoren liegen ja dihnliche, mehr 
velegentliche Beobachtungen vor, die darauf hinweisen, wie 
veringe, hiiufig dem Beobachter ganz entgehende Versuchs- 
inderungen die Loslichkeitsverhiltnisse des Korpers tiber- 
raschender Weise jindern. So sah Siissmann den Korper, 
der im Harn bei 100° einen Riickstand zuriickliess, sich in 
einer reinen Losung bei 100° vollig aufl6sen.  Umgekehri 
erluell Kithne, dessen Koérper sich im siedenden Tarn 
und auch in) wiisseriger Losung sonst stets voéllig  léste, 
einmal eine schwach alkalische ('), fast salzfreie Losung 
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(des durch Dialyse gereinigten Korpers), die beim Erwiirmen 
coagulirte und beim Erhitzen auch nicht die mindeste 
Losung des Niederschlages zeigte! (Zeitschr. f. Biologie. 
Bd. 20, S. 42). Ebenso werden Differenzen beobachtet in 
dem Verhalten einer salzfreien, durch Dialyse gewonnenen 
Losung. Kiihne, Ribbink, Matthes, Ellinger’ fanden, 
dass eine solche Losung beim Erwiirmen keine Fiillung gibt:*) 
sie that es erst nach Zusatz von Siiure oder Salz. In unserem 
Fall war auch ohne solchen) Zusatz eine Ausfiillung bei 
mittleren Wiirmegraden stets zu erzielen., 

Trotzdem also die Loslichkeit des Bence-Jones schen 
Kiweisskorpers bei 100° eine recht wichtige Eigenschaft ist, 
trotzdem gerade sie, und nur sie, wenigstens bisher, zur 
Auffindung des Korpers im geftihrt hat, ist) sie doch 
keine wesenthche, immanente Kigenschaft : Das verschiedene 
Verhalten in den einzelnen Fiillen nach dieser Richtung hin 
erlaubt nicht, eine Verschiedenheit dieser Korper zu statuiren, 

3. Das Verhalten des Korpers gegen Sittigunyg 
seiner Loésungen mit Steinsalz. Die hier bei den Autoren 
zu Tage tretenden scheinbaren Differenzen finden thre 
kliirung darin, dass die Aufl6sung des Korpers im Harn sich 
eben anders verhiilt, als eine solche in neutraler Salzlosunyg. 
Ribbink findet beim Aussalzen mittelst Steinsalz im Harn 
weder bei 15° noch bet 40° eine Ausfiillung, selbst nicht nach 
Tagen. Matthes constatirte nach mehreren Tagen im Haru 
eine Triibung; doch findet in der L6sung des reinen Korpers in 
Matthes Fall nach Neumeister keine Fillung statt. Ellinger 
sah nach Zugabe einer gesiittigten Kochsalzlosung eine all- 
miihliche, unvollstiindige Fiéllung, Kiihne beim gleichen Ver- 
fahren nur eine Triibung. Auch ich fand in dem sauren Urin 
durch Sittigen bet gewohnlicher Temperatur eine unvollstiindige 
Ausfiillling, in der Losung des reinen Korpers_ keine 
Triibung. Genau das Gleiche gibt Siissmann an. Im Gegen- 
satze zu diesen Angaben konnte Huppert seinen Korper 


*) Kiihne constatirte freilich, dass die Lésung alkalisch reagirte. 


durch Kochsalz bei 35 bis 40° vyollstiindig aussalzen, aber 
diese Aussalzung ist, wie Zeehuysen richtig vermuthet, keine 
reine Aussalzung, bei welcher der Kérper nach Entfernung des 
Salzes wieder in Losung geht, sondern eine Coagulation, die 
in Folge des hohen Salzgehaltes schon bei niederer Temperatur 
stattfindet. Auch unser Korper liess) sich im Thermostaten 
bei 37° durch Kochsalz vollig abscheiden: dieser Niederschlag 
war coagulirt und in kaltem Wasser nicht mehr lé6slich, im 
Gegensatze zur echten Aussalzung durch Ammoniumsulfat 
letztere, bei Zimmertemperatur und neutraler Reaction vor- 
cenommen, ergab bei beliebig oft) vorgenommener Wieder- 
holung stets einen in Wasser l6slichen Niederschlag. 
im Verhalten zum Kochsalz bestehen somit keine wesentlichen 
Verschiedenheiten: eine neutrale) Losung des gereinigten 
Korpers ist durch Kochsalz bet Zimmertemperatur iiber- 
haupt nicht fillbar (Unterschied von der Proto- und Hetero- 
ulbumose). 

4. Dialvse. Kiihne und Matthes geben an, dass ihr 
Korper auch nicht in Spuren dialysire: das Gleiche trifft. fiir 
den unseren zu. Ellinger hat seinen Korper durch Dialyse 
vereinigt, ohne freilich ausdriicklich zu bemerken, dass sein 
Korper gar nicht dialysabel sei. Nur Ribbink sah einen Theil 
durch kiinstliches Pergament hindurchgehen: doch liegt wohl 
die MoOglichkeit vor, dass sein Pergament nicht vollkommen 
dicht gewesen sei, da sein Korper sonst ja mit den anderen 
im Wesentlichen tibereinstimmte. 

5. Verdauung mit kiinstlichem Magensaft.  Die- 
selbe ist von Kiihne, Matthes, Ribbink und von mir 
untersucht worden. Differenzen einschligigen An- 
gaben bestehen nicht so sehrin den nur von Matthes auf- 
gefundenen Verdauungsprodukten eines Nucleins (denn dieses 
rihrte wahrscheinlich, wie Neumeister angibt, und wie auch 
Matthes laut miindlicher Mittheilung nunmehr annimmt, von 
einem neben dem Bence-Jones’schen Koérper im vor- 
handenen Nucleoalbumin her), sondern vielmehr in dem Auf- 
linden verschiedener Verdauungsprodukte seitens der einzelnen 
Forscher. Ich konnte eine Protalbumose, drei sogenannte 
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secundiire Albumosen, zwei Peptone nachweisen, isoliren und 
sie durch Priifung ihrer Eigenschaften identificiren. Matthes 
und Ribbink geben nur an, dass der Korper sehr leicht und 
vollstiindig bei der Verdauung gelst werde: der Erstere findet 
schon nach zehn Minuten Deuteroalbumosen und Pepton, der 
Andere gibt) an, dass sein Koérper) gréssten Theil in 
Pepton umgewandelt sei. Ausdriickliche Angaben tiber An- 
oder Abwesenheit primiirer Albumosen fehlen.  Kiihne 
gibt aun, dass nach 1—2 Stunden langer Verdauung 
seines Eiweisskorpers nur noch Pepton der L6sung vor- 
handen gewesen sei: weder mit) Salpetersdiure, noch mit 
Mssigsiiure und Kochsalz erhielt er Niederschliige, so dass 
Korper, die unserer Protalbumose, unseren secundiren Albu- 
mosen A und gleichen, bet ihm gefehlt zu haben 
scheinen, Dieser Unterschied meinem Befund gegeniiber 
ist. wohl nur ein scheinbarer, denn da der Bence-Jones - 
sche Korper leicht verdaut wird, so kann ein’ Uebersehen 
der ersten Verdauungsprodukte zu jener Zeit um so. leichter 
erfolgt sein, als schiirfere Methoden der Trennung und 
Darstellung erst im Laufe der letzten Jahre bekannt  ge- 
worden sind, 

6. Albumosatbildung, Kiihne versteht darunter eine 
Veriinderung der Bence-Jones schen «Albumose> durch Zu- 
satz starker Laugen analog der Albuminatbildung. Um etwas 
Aehnliches handelt es sich bei der Acidalbuminbildung durch 
Mineralsiiuren, In beiden Fiillen werden die Korper verandert, 
so dass sie bei Neutralisation aus der Losung niedergeschlagen 
werden. Die einzelnen) EiweisskOrper verhalten sich dahe 
verschieden: die gereinigten Verdanungsalbumosen zeigen 
diese Eigenschaft niche. 

Kiihne, Matthes, Ellinger und Siissmann_= geben 
iibereinstimmend an, dass durch Neutralisation, des ange- 
siiuerten oder mit Alkali versetzten Harnes der Korper 
lOslich ausfalle. Ich kann das nur bestiitigen. Namentlich 
Kiihne legt, worauf ich noch zurtickkomme, auf diesen Vor- 
gang grosses Gewicht. Bei Huppert finden sich keine An- 
gaben. Nur Ribbink konnte solches Neutralisations- 
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priicipitat nicht erzielen. Das lag vielleicht daran, dass er 
nicht genug Siure oder Alkali zum Harn zugesetzt hatte; 
in diesem Falle bleibt eben die sonst stets eintretende Fiillung 
hei der Neutralisation aus (s. 0. S. 207). Ebenso ist eine 
andere Differenz den Angaben der Autoren aufklkirbar: 
Lost man eine «coagulirte» Fiillung des Bencee-Jones schen 
KOrpers vermittelst Soda und neutralisirt, so erhilt man nach 
Huppert eimen Niederschlag, dagegen bleibt die Losung klar 
nach Neumeister und Ellinger, aber nur, wenn geniigend 
Wasser zur Losung vorhanden ist. Diese Angabe, diese 
specielle Bedingung, kann ich bestiitigen. 

7. Die Fiillungsgrenzen beim Aussalzen mit 
Ammonsulfat gibt Ellinger mit 2 bezw. 4 cem. an: ich 
fand sie zu 4 bezw. 6 com. im Harn, und etwas hoher in 
einer dialysirten Losung, Aber Ellinger’s Angaben beziehen 
sich auf eine Losung des isolirten Korpers, der vorher eine 
Coagulation durchgemacht hatte und erst wieder durch 
siedende inp gebracht worden 
war. und fiir diesen Fall liegen die Fiillungserenzen erheblich 
tiefer (ich fand sie gelegentlich bei 0.6 bezw. 2.2 cem. S. 213). 
Auch hier ist also keine thatsiichliche Differenz zwischen dem 
Verhalten in Ellingerss und meinem Fall vorhanden, 

lech ghaube durch den eingehenden Vergleich sicher- 
eestellf zu haben, dass die in den bisher untersuchten 
Fillen gefundenen «Bence-Jones’schen Kérper. iden- 
isch sind, und komme nunmehr zu der wichtigeren Frage: 


V. Welcher Klasse von Eiweisskérpern gehort der Bence-Jones’sche 
Korper an? 


Die bisherigen) Autoren haben den Korper tiberein- 
stimmend als Albumose aufgefasst. Der wesentliche Grund zu 
dieser Annahme liegt, wie bekannt, in der Loslichkeit der auf 
Verschiedene Weise erzeugten Fiillungen bei Siedetemperatur, 
cin Verhalten, das den echten Eiweissk6érpern nicht zukommt, 
Wohl aber den Verdauungsalbumosen, 

Die Anschauungen der Untersucher lassen sich etwa 
olgendermassen priicisiren : 


Kiihne fasste das coagulirte unl6sliche Priiparat 
als Dysalbumose auf, offenbar aus Heteroalbumose 
entstanden, ino welcher Form der Koérper wohl im 
Harne vorhanden gewesen sein miisste. Deutero- 
albumose konnte nach ihm, wenn tiberhaupt, so jedenfalls 
nur in Spuren beigemengt gewesen sein, so dass eine genaue 
Priifiung thm nicht moglich war. Vielleicht sei auch. so gibt 
Kithne an, dem wasserloslichen spiirlichen Extract des 
Cougulums etwas Protalbumose vorhanden gewesen. 
Classification als Dysalbumose gab die Unl6slichkeit des durch, 
gewonnenen Niederschlags ino neutralen Salzlosungen 
Veranlassung. Auch Huppert bezeichnet seinen Korper 
als Heteroalbumose, etwa aus den gleichen Griinden wie 
Kithne: er legt auf das Untéslichwerden des Kérpers beim 
Aussalzen mit Kochsalz bei 35—40° den Nachdruck. Deutero- 
aulbumose helt er mit Sicherheit fiir ausgeschlossen. da dure) 
Kochsalz allein ohne Zusatz von Essigsiiure der Kiweisskorper 
vollstiindig ausgeschieden war: die Moglichkeit einer geringen 
Jeimengung von Protalbumose liisst er zu. In austtihe- 
lichen Referate von Zeehuysen tiber Ribbink’s Arbeiten 
findet sich keine bestimmte schirfere Rubricirung seimer Al- 
bumose. Matthes (Neumeister) und ebenso Ellinger 
weisen zwar auf die grosse Aehnlichkeit) ihrer Korper mul 
den Verdatuungsalbumosen hin, geben aber Bestimmethei 
an, dass er mit keiner der bekannten identisch sei. 
scheidet thn nach Matthes von. letzteren) die scheimbare 
Coagulation, die er zwischen dO und 60° schon bet gerimgen 
Salz- und Siiuregehalt erleidet: keine Verdauungsalbumose 
zeigt unter den gleichen Bedingungen dieses Verhalten. kin 
weiterer Unterschied liege in Folgendem: bet LOO°® sind dic 
durch irgend welche Reactionen erhaltenen Niederschlage der 
Albumosen auch bei grésstem Salzgehalt) v6llig l6slich: bel 
dem Bence-Jones schen Kérper geniige schon miissige 
hoOhung des Salzreichthums, um die Wiederaufl6sung der Fiill- 
ungen in der Siedehitze zu verhindern. Speciell von der 
Heteroalbumose weicht er nach Matthes in der Hinsicht ul. 
dass er nicht wie jene bei der Dialyse sich ausscheidet. 


Auf diese Momente legt auch Ellinger grossen Werth. Dieser 
Autor betont ferner die eigenthiimliche © Albumosat»-Bildung 
her dem Bence-Jones schen Ko6rper, die den Albumosen 
nicht zukommt, worauf schon Kithne nachdriicklich  hin- 
vewlesen hat. 

Die Griinde, die Matthes und Ellinger gegen die 
ldentilicirung emer «Verdauungsalbumose» und— speciell 
mit der Heteroalbumose ins Feld fiihren. sind durchaus stich- 
haltig und treffen auch fiir meinen Fall zu. 

Seitdem in jingster Zeit die Heteroalbumose eingehender 
erforscht ist, seitdem man nicht nur thre Fiillungsbedingungen 
kennt, sondern auch emige Bestandtheile derselben  studirt 
haf. ist’ der Unterschied des Bence-Jones schen Korpers 
yon dieser Substanz noch viel stiirker hervorgetreten., 

Foleende UVebersicht. die keiner Erliiuterung bedarf. zeigt 
die fundamentalen Unterschiede zwischen beiden Korpern : 


Spaltungsprodukte 
« Diamino- » 
ver der Spaltunyg 
hydrat- bei der Pepsin- sammt- 
reaction protalbumose Tyrosin 
koll 
Heteroalbumose wenig 17.98% ,| 7,0% = 39%, 
des Fibrins) des Gesammt-N. 
Ben ‘o- Jones-Korper = — viel 15,57 3.87 25 


des Giesammt-N. 


Nach den hie und da triigerischen Fiillungsreae- 
Honen nicht nur, sondern auch nach der Zusammen- 
~efzung des Molektils sind der Bence-Jones sche 
hKOorper und die Heteroalbumose des Fibrins voéllig 
verschiedene Koérper., 

In dem Falle von Rosin wird keine eingehende Analyse 
der \lbumosennatur des Bence-Jones schen horpers gegeben, 
doch sagt Siissmann, sie hiitte «nicht vOllig mit Kiihne’s 
A\ibumosen iibereingestimmt». Zu allen diesen Angaben. ist 
reilich zu bemerken, dass sich der Vergleich mit den Ver- 
dulungsalbumosen immer nur auf diejenigen des Fibrins be- 
-chrinkt. 


Wie aber auch die Autoren sich Einzelnen aus- 
sprechen, fassen sie doch  ausnahmslos den Bence- 
Jones schen Korper als eine Albumose. aut. 

Meine Beobachtungen) zwingen zu dem Schluss. dass 
diese Annahme nicht richtig ist: i¢h muss den Koérper als 
eine den echten Eiweisskérpern nahestehende Sub- 
stunz bezeichnen. 

Fiirseine Albumosennatur spricht nur ein diusser- 
liches analytisches Merkmal: die Loslichkeit seiner durch 
verschiedene Mittel erhaltenen Niederschifige in der Hitze-. 
Diese Eigenschaft ist es gewesen, die die bisher geltende 
Auffassing dieses Worpers als einer Albumose verantasst hat, 
Sie ist aber eimerseits hiers wie ich oben gezeiet habe. so 
ubhiingig von dusseren Bedingungen (Salzgehalt. Reaction. 
Dichte der Losung. Gehalt an nicht salzartigen Korpern), 
sre unter Pinstinden verloren gehen kann.  Andererseits 
kann sie nach den Befunden Spiros nicht zu einer Ab- 
trennune von den coagulablen) Eiweisskorpern gentigen, 

(regen sehen 
Kiweisskorpers sprechen hingegen die drei folgenden 
wichligen Gesichtspunkte: 

Die vollstiindige Coagulirbarkert unter gewissen Be- 
dingungen im der und das leichte Unloslichwerden 
durch Alkohol oder durch Salz und Siiure in der Kiilte erhalbenen 
Niederschligs Wasser und neutralen Salzl6sungen. Fiir 
die Albumosen ist es charakteristisch, dass sie unter diese. 
Bedingungen lOsheh bleiben a. Neumeister 22% 
semes Lehrbuches, Auflige). Nur fiir die Heteroulbumose 
hat man bisher eine dhnliche Coagulation», den Uebergany 
In eine unlOsliche Modification angegeben, der jedoch nicl! 
durch Erhitzen emeritt. 

2. Die bekannten Albumosen zeigen keinerler Andeutung 
von Syntonin- oder Albuminatbildung. Der bBence- 
Jones sche Eiweisskorper hingegen besitzt diese Eigemschiat!. 
Aut die darin legende Aehnlichkeit mit den genuinen Eiweis=- 
kOrpern hat schon Kiihne (S. 22% der ersten Arbeit) 
gewlesen. Teh halte diesen Punkt gleich thm und Ellinger 
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fiir sehr bedeutungsvoll.  Freilich wird diese Aehnlichkeit, 
wie auch Kiihne hervorhebt, dadurch etwas eingeschriinkt, 
dass diese durch Neutralisation gewonnenen Fiillungen, ebenso 
wie auch die durch Alkohol und durch Erwiirmen erzeugten 
Coagulationsprodukte sich bei Weitem nicht so unl6slich ver- 
halten wie die bei gleicher Behandlung erhaltenen Produkte 
der echten) Eiweisskorper. 

3. Der Bence-Jones sche Eiweisskorper liefert bei der 
Pepsinverdauung alle bisher bekannten primiiren und secun- 
diiren Verdauungsprodukte der Eiweisskorper Ausnahme 
der Heteroalbumose, Dieser Mangel scheidet ihn nicht) von 
den echten Eiweisskorpern: denn auch bei dem Eiweisspaarling 
des Caseins fehlt die Heteroalbumose. 

Dieser letzte Punkt ist von ausschlaggebender Bedeutung. 
Nach Zunz?s) und Pick!4®, stellen die Proto-, die Hetero- 
bumose und ein der Gruppe der «secundiiren) Albumose 
angehoriger Korper*) neben anderen noch unbekannten Sub- 
slanzen die «primiiren» Spaltungsprodukte, die hochstzu- 
smmengesetzten Bausteine des Eiweissmolekiiles, dar. 

Da der Bence-Jones sche Korper mit Sicherheit: eines 
dieser primiiren Spaltungsprodukte. die Protalbumose neben 
anderen Albumosen abzuspalten @estattet, so ist er den echten 
Albumosen in Bezug auf Complicirtheit des Bates tibergeordnet 
ind steht darnach den echten Eiweisskorpern nither. Thn einer 
bestimmten Gruppe derselben einzureihen, ist allerdings zur 
Zeit nicht mdglich. Von allen unterscheidet ihn die relative 
Loslichkeit in der Hitze und die Jeichte Aufl6sbarkeit der 
Alkoholfiillang durch verdiinntes Ammoniak. Wenn er auch 
in dieser Hinsicht an die Histone erinnert, so kann er ihnen 
doch wegen des Abgangs der charakteristischen NEH,-Reaction 
nicht beigezihlt werden. Von den meisten genauer gekannten 
unterscheidet ihn das Fehlen des Hetero- 
albumosencomplexes jetzteres wichtige Moment theilt er mit 


*) Kin von dieser verschiedener (kohlenhydratfreier) Korper, der mit 
iim zusammen ausgefiillt wird, wird bei der Verdauung der Proto- und 
der Heteroalbumose erhalten (Pick); dieser ist kein primdres Spaltungs- 
produkt mehr. 


dem Casein, doch trennt ihn yon diesem das Fehlen des 
Phosphors und vor Allem die Anwesenheit eines Kohlenhydrat- 
complexes. Mit dem Globulin theilt er die etwas hoheren 
der bei der Verdauung abgespaltenen 
secundiiren Albumose A». Die Loslichkeit) salzfretem 
Wasser, die Nichttiillbarkeit) beim Einleiten) von WKohlensiiure 
wie durch Magnesiumsulfatsittigung sind leicht zugiingliche 
analytische Unterschiede, die den Bence-Jones schen Korper 
von den Globulinen sicher trennen. 

Ob man unter diesen Verhiltnissen noch an der bisher 
eebriuchlichen Bezeichnung Bence-Jones sche Albumose. 
und © Albumosurie» festhalten soll, erscheint ernster) Er- 
wiigung werth. Am besten beliisst man es wohl) zuniichs! 
bei dem nichts prijudicirenden Namen «bence-Jones scher 
Kiweisskérper>. Der fiir das kKlinische Bild) so bequeme 
Ausdruck der Bence-Jones schen «Albumosurie) konnte 
trotz. gewisser Bedenken) durch bBence-Jones sche Albu- 
minurie» ersetzt werden, 


VI. Bemerkungen tber die Herkunft und Bildungsstatte des Bence- 
Jones’schen Korpers. 

Veber die Herkunft des Bence-Jones schen Korpers. 
doh. tiber den Ort der Bildung und die chemische Ar! 
seiner Entstehung lassen sich priicise Angaben zur Zett nicht 
machen, immerhin aber einige Anhaltspunkte gewinnen. — Dic 
interessante Substanz entspricht Keinem der bekannten in der 
Nahrung enthaltenen, bet der Verdauung entstehenden oder 
im Thierkorper) vorkommenden Eiweissstoffe so nahe, dass 
man omit gentigender Sicherheit den Schluss auf eine direkte 
Abstammung von einem derselben ziehen kann. Das ist) tm 
so bemerkenswerther, als die Menge. in der er im Harn auftritt. 
keineswegs unbedeutend ist. Einige Autoren) fanden— freiich 
nur kleinere Quantitiiten im Harn, so Ellinger 2 ° oo, 
Askanazy Huppert 3°/00, Fitz O.1—O.25 00. 
Siissmann 6°00. Matthes-Seegelken 4—6° 00: grossere 
Mengen sind gefunden) von Bozzolo 1°%o, Ribbink 2°) 
von mir 1.8—2.4°o. Bet Bence-Jones vollends enthiel! 
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der Urin fast so viel Eiweiss wie das Blutserum.,  niimlich 
6.7%. Die Tagesausscheidung betrug bei Huppert 6.7 ¢: 
hei Matthes & g bei Sitissmann 12 g, bei mir bis zu 36 ¢ 
und bei Bence-Jones sogar 70g. Ein Seitenstiick zu diesen 
heiden Fillen stellt die Beobachtung von Bramwell! und 
Noel Paton?’) dar: sie fanden im Urin einen anderen patho- 
logischen Eiweisskorper, ein krystallisirendes Globulin.*) dessen 
Menge am Tage bis zu 70 stieg (14 2—7°% 0 im Harn). 

Diese Mengenverhiiltmisse erlauben auf den Ort, an dem 
die seltene Substanz entsteht, wenigstens einen negativen 
Schluss zu ziehen, 

Zumeist hatte man bisher angenommen, dass der Bence- 
Jones sche WKorper in’ den das) klinische Bild) bedingenden 
pathologischen Geschwiilsten, den Myeclomen, entstiinde: man 
hat sein Vorkommen in diesen auch bis) zit einem. gewissen 
von Sicherheit wahrschemlich machen konnen (ellinger); 
fir seine Entstehung an diesem Ort aber ist) sein Vor- 
kommen daselbst nicht beweisend. Auf Grand meines und 
des Bence-Jones schen Falles lisst sich die bisher geltende 
Aunalime vielmehr direkt widerlegen: Die Quantitiit des im 
llarn erscheinenden Eiweisskorpers ist zu gross, als 
dass sie in jenen kletnen Geschwitilsten entstanden 
sein konnte. — Die Gesammtmenge des in den Rippen ent- 
hillenen Markes betriigt nicht mehr als ca. 200 ¢,**) mit rund 
1, = 40 ¢@ Eiweiss. Nur ein Theil dieses Markes ist) durch 
Myelome ersetzt: dazu kommen freilich noch die in’ anderen 
Skeletttheien vorhandenen Geschwiilste, doch ist) deren Ge- 
summtgewicht nur seltenen Fallen) ein) sehr erhebliches 
fiber 500 ¢ = 100 Eiweiss), zum Mindesten) nicht im 
Beginn, withrend der Entwickelung der Krankheit, und zu 
dieser Zeit erreichte die Ausscheidung des Bence-Jones schen 
KOrpers, wenigstens in meinem Fall, die héchsten Grade. — 
Dass in (relativ) so kleinen Geschwiilsten tiiglich 36 und 70 g 
eines abnormen EiweisskoOrpers gebildet werden sollten, eine 

*) Huppert fasste thn urspriinglich als Heteroalbuimose auf, hat 


aber diese Anschauung spiiter berichtigt. 
**) Berechnet nach Dursy u. Friederich in Vierordt’s Tabellen. 
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Menge, die das Eigentrockengewicht der Neubildungen) wahr- 
scheinlich iibertrift, erscheint ganz ausgeschlossen. Wie kolos- 
sal miisste dann der Blut- und Saftstrom durch die) wenie 
ausgebildeten Gefisse dieser Myelome sein, wie  reichlich der 
Saft- und Lymphstrom durch das Gewebe derselben! 

Kher koOnnte man vielleicht das Knochenmark des ganzen 
Korpers in toto, also auch in den nicht verainderten Partien, 
Bildungsstiitte des Benee-Jones schen WKorpers  gelten 
lassen: der Fall von Askanazy, in dem ja das Knochenmark 
keine Myelome, sondern eine diffuse Ivmphadenoide Degenera- 
tion aufwies., diesse daran denken, 

nun diese quantitative Betrachtungsweise beztighich 
des Ortes der Bildung zuniichst nur zu emem mehr negativen 
rvebniss, so leitet eine weitere Erwigung doch nun zi eimigen 
(resichtspunkten, die ftir die spiitere Erforschung des bildungs- 
materiales und vielleicht auch der bBildunesstiitte emer 
Anhalt geben konnen. 

Schon Noel-Paton hatte aus der abnorm e@rossen Aus- 
scheidung semes krystallisirenden Globulins den) Schluss 
zogen, derselbe stamme aus der Nahrung, die wahrschemlich 
In der Leber in irgend einer Weise veriindert seio. Seine 
Absicht, diese Annahme durch stoffwechselversuche zu erhirien. 
war der schottische Autor auszuftihren leider nicht im der 
Lage: auch im Fall war es meht moéelieh. Paton = 
Deutung aber scheint (abgesehen von der zweillelhatten Ver- 
legunge des Processes ino die Leber) richtig: diirfte nich: 
nur fiir seinen. sondern auch fiir Bence-Jones und meine 
Fall zutretfen. Das geht aus folgender Betrachtung hervor: 
Ks fand sich im Urin pro die: 


Bei kiweiss Anderer Gesammt-N 

(sesammi-.\ 
Noel-Paton 68.9 ¢ = 11.0 g N 16.2 ° 
Bence-Jones 70 g=109¢N 4 12.0%) 2:3() 479 
Magnus-Levy 36 g= 56¢N 11.0 16.6 350 


*) Diese Zahl lisst sich als «Maximalzahl» aus den iitbrigen An- 
caben Bence-Jones iiber Trocken-. Salz- und Fiweissgehalt des Harne- 


berechnen, 


{ 
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In keinem dieser Fille handelte es sich um acute Kérper- 
consumption, die Krankheit dauerte Jahre, die Kranken 
magerten nicht sehr rapide ab. Somit stammen die enormen 
Fiweissmengen des Urins, die des gesammten Eiweiss- 
umsatzes betragen, nicht aus zerfallenem und nicht wieder 
regenerirtem Korpereiweiss, sondern direkt) oder indirekt 
ais der Nahrung.*) Indirekt, wenn das Nahrungseiweiss 
erst in das normale Korpereiweiss tibergeht und aus diesem 
der Bence-Jones sche Korper entsteht: direkt, wenn letzterer 
unmittelbar aus den im Darmkanal durch Zerfall des Eiweisses 
vebildeten Spaltungsprodukten des Nahrungseiweisses aufgebaut 
wird, ohne die Zwischenstufen des normalen Korpereiweisses 
durchlaufen zu haben. In beiden Fiillen bleibt die Alternative 
offen, ob es sich um ein normales oder pathologisches 
Produkt des Stoffwechsels handelt: es kOnnte sich ja um ein 
auftretendes Assimilations- oder Abbauprodukt handeln : 
Withrend dasselbe sonst zur Ernithrung der Organe, zum Auf- 
ban des Zellprotoplasmas dient oder cine Zwischenstufe im 
Abbau darstellt, wiirde es in unserem Fall aus unbekannten 
Griinden vor Erreichung der Endformen in den Kreislauf iiber- 
eehen und so der Ausscheidung verfallen: oder aber es erfolgt 
der Aufbau des Eiweisses resp. sein Abbau in) abnormen 
bahnen. Eine niithere Betrachtung dieser verschiedenen 
lichkeiten bietet mehrfaches Interesse. fiihrt aber wegen Unzu- 
iinglichkeit des Thatsachenmaterials nicht zu geniigend ge- 
~icherten Schliissen. Nur auf ein einzelnes Moment moéchte 
ich daher noch kurz verweisen, da es auf experimenteller 
Grundlage ruht. 

Wie W. Kithne erwihnt, sah Stokvis den Bence- 
Jones EiweisskOrper nach intravendser Einfiihrung in 


In letzter Instanz stammen ja schliesslich alle Bestandtheile 
des Korpers, alle seine Ausscheidungen aus der Nahrung, und nur der 


besondere Umfang der Ausscheidung, die zu einem sofortigen und andauern- 
den Nachschub einen Ersatz fordert, néthigt dazu, hier die Herkunft aus 
der Nahrung besonders zu betonen, und neben der indirekten, die fiir 
ie gewGhnliehe Anschauung nichts Verwunderliches an sich hat, auch 
eine direkte Herkunft aus dem Fiweiss der Nahrung ins Auge zu fassen. 
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den Harn iibertreten. Ellinger fiihrte die kolossale Menge 
von 5 g in 7) com, SodalOsung innerhalb zwei Minuten in 
die Vene eines kleines Hundes yon 6 kg Gewicht ein. Der 
innerhalb 2% Stunden aufgefangene Harn enthielt den Bence- 
Jones schen EiweisskOrper nicht, gab mit Ammonsulfat  ge- 
siittigt keinen Niederschlag, dagegen im Filtrat starke Biuret- 
reaction. Unter Vernachlissigung der summarischen Angabe 
von Stokvis geht daraus hervor, dass der Bence-Jones sche 
Korper, selbst bei enormer Ueberschiittung des (gesunden Hunde-) 
Organismus, keineswegs im Organismus unangreifbar ist. Damit 
ist die nahellegende Vorstellung, dass die Ausscheidung dieser 
Kiweisssubstanz durch seine Unangreifbarkeit im Stoffwechse! 
bedingt sel, unwahrscheinlich geworden, wenngleich zuzugeben 
ist, dass die Verhiltnisse beim Menschen und speciell beim 
Kranken moglicher Weise anders liegen als beim Hund, 

bei der Seltenheit typischer Fille von Bence-Jones scher 
Albuminurie ist) eine baldige Aufklirung dieser und vieler 
anderer sich anschliessenden Fragen kaum = hoffen. 

Mbenso thut man gut, die Frage offen zu lassen, welcher 
Zusammenhang zwischen der Knochenmarksveriinde- 
rung (Myelome — lymphadenoide Umwandlung) und dem Aut- 
treten des Bence-Jones schen Korpers im Urin besteht. 
Die Wahrscheinlichkeit: einer irgendwie gearteten eausalen Ver- 
kniipfung zwischen den beiden Processen wird nicht erschiitter! 
durch den Umstand, dass bei den eben genannten Veriinde- 
rungen des Knochenmarks in manchen Fiillen und bei anders- 
artigen) Tumoren desselben der Harnkorper) vermisst) wird. 
In diesen Fiillen kénnte ja wohl der Kérper gebildet oder der 
Weg zu seiner Bildung eingeschlagen worden sein, er aber 
oder seine Vorstufen der Spaltung und Verbrennung dauernd 
oder zeitweise zugiinglich sein. (Von Stokvis und Matthes*‘ 
werden Fille berichtet, in denen das pathologische Eiweis- 
dauernd resp. zeitweise aus dem Urin verschwand), — Fiille 
hingegen, in denen bei Bence-Jones’scher Albuminurie nor- 
male Beschatfenheit des Knochenmarks durch die Autopsie nachi- 
gewiessn Wiire, stehen noch aus (Fall Fitz ist ohne Section’). 
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Ueber den Umsatz der Eiweissstoffe in der lebenden Pflanze. 
Zweite Abhandlung. 


Von 


E. Schulze. 


(Aus dem agriculturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaction zugegangen am 21. Juni 1900.) 


Durch die von mir und meinen Mitarbeitern ausge- 
fiihrten Untersuchungen?) ist bewiesen worden, die 
Keimlinge verschiedener Gewiichse, nachdem man sie unter 
Lichtabschluss 2—3 Wochen lang sich hat entwickeln lassen, 
in Bezug auf die Qualitiét der aus ihnen darstellbaren 
Stickstoffverbindungen vielfach grosse Verschiedenheiten 
zeigen, So sind manche Keimpflanzenarten reich an Asparagin, 
andere dagegen an Glutamin: aus manchen kann man Leucin 
und Tyrosin abscheiden, aus anderen Leucin und Amidovalerian- 
siure, wieder aus anderen Amidovaleriansiiure und Phenyl- 
alanin: manche Objecte enthalten Arginin betriichtlicher 
Menge, wiihrend diese Base sich aus anderen nicht ab- 
scheiden liess. 

Zur Erklirung dieser Erscheinung, die sich nicht auf 
eine ungleiche Constitution der in den beziiglichen Samen 
enthaltenen Eiweisskérper zuriickfiihren liisst, habe ich eine 
Hypothese aufgestellt, welche in folgenden Siitzen kurz wieder- 
gegeben werden kann: «Beim Eiweisszerfall in den Keim- 
pflanzen entsteht ein Gemenge von Stickstoffverbindungen, in 
welchem wahrscheinlich die auch bei der Spaltung der Eiweiss- 
stoffe durch Séuren oder durch Trypsin ausserhalb des Orga- 


1) Ich verweise auf meine erste Abhandlung «iiber den Umsatz der 
Fiweissstoffe in der lebenden Pflanze» (Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 
S. 18--114) sowie auf zwei Abhandlungen iiber das wechselnde Auf- 
treten einiger krystallinischen Stickstoffverbindungen in den Keimpflanzen 
in der gleichen Zeitschrift, Bd. XX, S. 306—326 und Bd. XXII, S. 411—434). 
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nismus entstehenden Amidosiiuren der fetten und der aroma- 
tischen Reihe sowie die Hexonbasen niemals fehlen. 
Stoffwechsel der Keimpflanzen erfihrt ein Theil dieser Pro- 
dukte bald eine Umwandlung, bei welcher in manchen Keim- 
pflanzen Asparagin, in anderen Glutamin synthetisch  ge- 
bildet wird. Darin liegt der Grund fiir die starke An- 
hiiufung dieser beiden Amide in den Keimpflanzen. Dass 
neben ihnen bald mehr, bald weniger Leucin, Tyrosin, Ar- 
ginin ete. sich findet, hat seine Ursache darin, dass diese 
Produkte der Eiweisszersetzung in den verschiedenen Keim- 
pflanzen bald rascher, bald weniger rasch umgewandelt 
werden. » 

Nach dieser Hypothese finden wir also neben  Resten 
der primiiren Kiweisszersetzungsprodukte in den Keimpflanzen 
Stickstoffverbindungen yor, die durch Umwandlung der beim 
Kiweisszerfall zuerst gebildeten Stoffe entstanden und dem- 
nach als secundiire Produkte des Eiweissumsatzes zu be- 
zeichnen sind. Zu letzteren gehoren’ Asparagin und 
Glutamin. Doch muss es ftir modglich, vielleicht) sogar fiir 
wahrscheinlich erklirt werden, dass diese beiden Amide ztim 
Theil beim Eiweisszerfall entweder direkt gebildet oder aus 
der bei diesem Process entstandenen Asparaginsiiure und Gluta- 
minsiiure unmittelbar hervorgegangen sind. 

In seinem Handbuch der Pflanzenphysiologie!) will 
W. Pfeffer die wechselnde Beschaffenheit der in den Keim- 
pllanzen sich findenden Produkte des  Eiweissumsatzes in 
anderer Weise erkliiren. Er nimmt an, dass ein Eiweissstoff 
bei seiner Spaltung in Folge eines in verschiedener Weise aus- 
gefiihrten Abbaues unter verschiedenen Umstiinden ein ganz 
ungleich zusammengesetztes Gemenge stickstoffhaltiger Zer- 
setzungsprodukte lefern kann. 

Die Griinde, welche mich veranlassen, auch gegeniiber 
dieser Theorie Pfeffer’s an den yon mir ausgesprochenen 
Ansichten festzuhalten, habe ich in dieser Zeitschrift?) dar- 


1) If. Auflage, S. 464. 
2) Bd. XXVI. S. 416—424. 
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selegt. Diese Griinde liegen einerseits in den beim Studium 
des chemischen Verhaltens der Eiweissk6rper ausserhalb des 
Organismus gemachten Erfahrungen, andererseits in Beobach- 
tungen, die bei der qualitativen und quantitativen Unter- 
suchung von Keimpflanzen von uns gemacht worden. sind. 
Von Gewicht ist u. A. die Thatsache, dass manche Keim- 
pilanzen von geringem Alter Leucin und Tyrosin lieferten, 
wiihrend diese beiden Amidosiiuren aus iilteren Pfliinzchen 
gleicher Art nicht mehr dargestellt werden konnten. 

Wenn ich auch in den oben citirten Abhandlungen 
schon eine betriichtliche Anzahl von Thatsachen zur Stiitze 
der yon mir aufgestellten Hypothese anftihren konnte, so war 
es doch mein Wunsch, noch weitere Beweise fiir dieselbe 
heizubringen. Ein Weg, welcher zur Gewinnung solcher Be- 
weise fiihren konnte, war durch die oben erwiihnten Beo- 
bachtungen tiber das Verschwinden yon Tyrosin und Leucin 
aus manchen Keimpflanzen bei lingerem Wachsthum der 
letzteren vorgezeichnet. Ist jene Hypothese richtig, so darf 
man erwarten, dass in Keimpflanzen von geringem Alter die 
primiiren Produkte des Eiweisszerfalls sich vollstindiger vor- 
finden, als in den ilteren Pfliinzchen und dass durch eine 
Vergleichung der an Keimpflanzen verschiedenen Alters ge- 
wonnenen Resultate eine mit der fortschreitenden Entwicklung 
dev Pflanzchen verbundene Verschiebung des Mengenverhiilt- 
nisses zwischen Asparagin und den neben diesem Amide 
auftretenden Amidosduren und Hexonbasen sich nachweisen 
liisst. Diese Erwartung hat sich in der That vollkommen 
erfullt, 

Als Objecte fiir die neuen Untersuchungen benutzte ich 
Keimpflanzen von Vicia sativa, Pisum sativum, Lupinus albus 
und Lupinus luteus, welche theils im Freien in’ fruchtbarer 
Lrde, theils in grossen mit Sand gefiillten Kasten im Zimmer 
gezogen wurden. Nach der Ernte wurden sie durch Waschen 
init Wasser von anhiingenden Erd- und Sandtheilchen so weit 
moglich befreit, sodann diinn ausgebreitet in einem ge- 
riumigen Trockenschrank bei einer etwas unter 60° liegenden 
Temperatur getrocknet und schliesslich zerkleinert. Die Lupinus- 

16* 
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Keimpflanzen wurden vor dem Trocknen in die Cotyledonen 
und die tibrigen Pflanzentheile (spiéter der Kiirze halber 
meistens als Axenorgane bezeichnet) zerlegt. In zwei Fallen, 
niimlich bei einer Cultur von Wicken- und einer Cultur von 
Erbsen-Pflinzchen wurde jedoch aus besonderm Grunde (vgl. 
w. u.) das Trocknen in anderer Weise ausgefiihrt; die Wicken- 
Pfliinzchen wurden niimlich bei 75 — 80° getrocknet, die Erbsen- 
Pfliinzchen dagegen gleich nach der Ernte in Alkohol geworfen 
und erst nach mehrwoéchentlichem Verweilen unter letzterem 
in ganz gelinder Wiirme (25°—30°) ausgetrocknet (nachdem 
zuvor der Weingeist abgegossen war). 

Um das Entwicklungsstadium der Pflanzchen zu charak- 
terisiren, habe ich im Folgenden neben der Vegetationsdauer 
entweder die Liinge der Keime mit Ausschluss der Wurzel 
oder, und zwar bei den Lupinus-Keimpflanzen, das Verhaltnis 
zwischen dem Trockengewicht der Cotyledonen und demjenigen 
der tibrigen Pflanzentheile angegeben. Dass nur Pflinzchen, 
die nach ihrem Aussehen fiir gesund erklirt werden konnten, 
von mir untersucht worden sind, braucht kaum gesagt zu 


werden. 

Was die Methoden betrifft, deren ich mich bei der 
chemischen Untersuchung der Keimpflanzen bediente, so genigt 
es, dariiber nur kurze Angaben zu machen: einer eingehenden 
Beschreibung dieser Methoden bedarf es nicht. Denn ich habe 
iiber die Art und Weise, in welcher die Amidosiiuren sich aus 
den Keimpflanzen abscheiden und sich von einander trennen 
lassen, schon in friiher publicirten Abhandlungen!) ausfiihr- 
liche Mittheilungen gemacht. Fiir die Abscheidung und Trennung 
der Hexonbasen bediente ich mich der von Kossel ange- 
gebenen Methoden, die auch in diesem Falle wieder vortreti- 
liche Dienste leisteten. 

Im Folgenden theile ich zuniichst die bei der Unter- 
suchung der Keimpflanzen unmittelbar erhaltenen Resultate 
mit und gehe dann spiiter zu den Schlussfolgerungen Uber, 


1) M. vergl. Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 24—36, sowie auch 
Bd. XVII, S. 208—212 u. Bd. XXII, S. 414—419. 
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zu denen diese Resultate fiihren. Bei Ableitung der Schluss- 
folgerungen mache ich die Voraussetzung, dass die in den 
Keimpflanzen sich vorfindenden Amidosiéuren und Hexonbasen, 
ebenso wie das Asparagin und Glutamin Produkte des mit 
dem Keimungsvorgang verbundenen Eiweissumsatzes sind. 

Diese Voraussetzung basirt auf folgenden Thatsachen: 
Aus ungekeimten Samen hat man meines Wissens bis jetzt 
nur einmal Asparagin isolirt; S. Frankfurt!) fand dieses 
Amid in den von den Weizenkérnern abgetrennten Keim- 
lingen, die man als Abfallprodukt der Miillerei leicht in be- 
trichtlicher Quantitét, wenn auch nicht frei von Theilen des 
Endosperms, erhalten kann. Die Asparaginmenge, welche 
Frankfurt aus den Keimen abzuscheiden vermochte, war 
aber so gering, dass man behaupten kann, das genannte 
Amid sei im ganzen Weizenkorn nur in Spuren vorhanden. 
Aus ungekeimten Lupinen- und Wickensamen haben’ wir 
Asparagin nicht zu isoliren vermocht. Amidoséuren hat 
man aus ungekeimten Papilionaceensamen meines Wissens 
bis Jetzt noch niemals darstellen kénnen. Aus den Samen 
von Vicia sativa und Vicia faba hat bekanntlich Ritthausen 
stickstoffreiche krystallisirbare Stoffe, das Vicin und das 
Convicin, isolirt; in seinen beziiglichen Versuchen sind aber 
Amidosiuren, so viel mir bekannt ist, nicht zum Vorschein 
gekommen, ebensowenig bei einer von mir nach Ritthausen’s 
Vorschrift. ausgefiihrten Darstellung von Vicin aus Wicken- 
samen. Aus den Samen von Lupinus luteus habe ich schon 
vor langer Zeit Amidosiuren vergeblich darzustellen gesucht. 
Jetzt habe ich noch die Samen yon Pisum sativum auf 
Amidosiuren und auf Hexonbasen untersucht; das Re- 
sultat der Untersuchung, deren Einzelheiten ich weiter unten 
noch mittheilen werde, war ein negatives. Wenn auch diese 
Thatsachen nicht den Beweis fiir das giinzliche Fehlen 


1) Landwirthschaftl. Versuchsstationen, Bd. 47, S. 446. Es ist 
denkbar, dass hier das Asparagin gewissermassen als Reservestoff 
flngirt, was auch wohl fiir das nach den Untersuchungen von Reinke 
tnd Rodewald (Studien iiber das Protoplasma) in Aethalium septicum 
vorkommende Asparagin gilt. 


von Amidosiiuren, Hexonbasen und Asparagin in den unge- 
keimten Papilionaceensamen liefern, so zeigen sie doch, dass 
man die genannten Stoffe mit Hilfe der zur Zeit uns zur 
Verfiigung stehenden Methoden aus jenen Samen nicht zu 
isoliren vermochte; wir sind daher berechtigt, die mit Hiilfe 
dieser Methoden aus den Papilionaceenkeimpflanzen 
abscheidbaren Stoffe jener Art fiir Produkte zu erkliren, die 
erst wiihrend des Keimungsvorgangs entstanden sind. 


A. Versuche mit Vicia sativa (Wicke). 


Bekanntlich hat v. Gorup-Besanez?!) in Keimpflanzen 
von Vicia sativa, welche theils 2 Wochen, theils linger hei 
Lichtabschluss oder bei spiirlichem Lichtzutritt vegetirt hatten, 
neben Asparagin Leucin, spiiter auch Glutamin, nach- 
gewiesen: Tyrosin konnte er aus denselben nicht  isoliren, 
fand aber, dass das Rohleucin mit Millon’schem Reagens 
Tyrosinreaction gab. Zu bemerken ist noch, dass der genannte 
Forscher sein Leucin, so viel bekannt ist, nicht analysirt hat: 
das von ihm untersuchte Priiparat kann also ein Gemenge 
von Leucin und Amidoyaleriansiiure gewesen sein.?)  Spiter 
habe ich®) dreiwéchentliche etiolirte Keimpflanzen von Vicia 
sativa unter Verwerthung der beim Studium des Stoffgehalts 
anderer Keimpflanzen yon mir gemachten Erfahrungen unter- 
sucht: ich fand darin neben Asparagin Leucin, Amido- 
raleriansiiure, Phenylalanin, Guanidin, Cholin und 
Betain. Arginin vermochte ich mit Hilfe der Methoden, 
die mir zur Darstellung dieser Base aus anderen Keimpflanzen 
gedient haben, aus den etiolirten Wickenkeimlingen nicht zi 
isoliren: ebensowenig gelang mir die Isolirung von Tyrosin. 
Auf Glutamin habe ich die Pfliinzchen nicht untersucht. Da 


andererseits v. Gorup-Besanez seine Pfliinzchen weder au! 


1) Berichte der deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 7, S. 146 und 56°, 
Bd. 10, S. 780. | 

2) Die Reactionen, deren sich v. Gorup-Besanez zur Identifici- 
rung des Leucins bediente, treten auch bei einem Gemenge von Leucin 


und Amidovaleriansiure ein. 
3) Diese Zeitschr., Bd. XVII, 8. 193. 
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basische Stickstoffverbindungen noch auf Amidovaleriansiiure 
und auf das damals noch gar nicht entdeckte Phenylalanin 
untersucht hat, so stehen die von ihm erhaltenen Resultate 
durchaus nicht im Gegensatz zu den meinigen, und es muss 
fiir moglich erklirt werden, dass die von ihm und die von 
mir untersuchten Pfliinzchen die gleichen stickstoffhaltigen 
Stoffe enthielten. 

Am Licht erwachsene Wicken-Pfliinzchen, deren Vege- 
tationsdauer drei Wochen betragen hatte, lieferten in einer 
yon D. Prianischnikow!’) ausgefiihrten Untersuchung neben 
Asparagin nur eine Amidosiure, niimlich Leucin, und zwar 
nur in sehr geringer Quantitiit. Zu dem = gleichen Resultat 
gelangte ich?) bei Untersuchung von Wickenpfliinzchen gleicher 
Art, deren Alter sechs Wochen betrug. 

Ich stellte mir nun die Aufgabe, zum Vergleich die 
stickstoffhaltigen Bestandtheile ganz junger Keimpflanzen von 
Vicia sativa kennen zu lernen. Zu diesem Zweck untersuchte 
ich drei Culturen 6 —7tiigiger Keimpflanzen, von denen die 
eine im Garten unseres Instituts in fruchtbarer Erde unter 
ganz normalen Verhiiltnissen, die zweite und dritte in einem 
verdunkelten Zimmer in Sand gezogen worden waren (da die 
Keimlinge Anfangs in der Erde stecken, so kann es kaum 
einen Unterschied machen, ob man wiihrend ersten 
Keimungsperiode das Licht zutreten lisst oder nicht: dieser 
Annahme entsprechen auch die Ergebnisse, die bei Unter- 
suchung jener beiden Culturen erhalten wurden. Um = den 
Entwicklungsgrad der Pfliinzchen zu kennzeichnen, fiihre ich 
noch an, dass ihre Liinge ohne die Wurzel in allen Fiillen 
7—8 cm. betrug. 

Es erschien mir wiinschenswerth, diese 6—7 tiigigen 
Keimpfliinzchen hinsichtlich ihres Stoffgehalts auch noch mit 
alteren etiolirten Pflanzchen zu vergleichen, welche aus dem 
gleichen Samen gewonnen waren. Ich untersuchte daher 
woéchentliche Keimpflanzen solcher Art, gezogen in Sand 
in einem verdunkelten Zimmer. 


1) Landwirthschaftliche Versuchsstationen, Bd. 45, S. 247. 
2) Ebendaselbst, Bd. 46, S. 383. 
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a) 6—7taigige Keimpflanzen. 

Ich theile zuerst die Ergebnisse mit, die ich bei Unter- 
suchung der im Freien gezogenen Pflanzchen erhielt. 2'/2 Kilo 
der getrockneten und zerkleinerten Pflinzchen wurden mit 
ca. 4 Liter Weingeist von ca. 92 Volumprocent tibergossen 
und 1—1'/s Stunde lang gekocht. Den durch Filtration und 
Nachwaschen mit Weingeist vom Ungelésten getrennten Aus- 
zug verarbeitete ich in der friiher wiederholt beschriebenen 
Weise!) auf Amidosiuren. Ich erhielt ein im Aussehen dem 
unreinen Leucin gleichendes Priiparat, dessen Gewicht nach 
lingerem Trocknen itiber Schwefelsiiure 8'/2 g betrug. Da 
das Ausgangsmaterial nicht sehr fein zerrieben und mit einer 
nicht sehr grossen Alkoholmenge behandelt worden war, so 
konnte man vermuthen, dass die vorhandenen Amidosauren 
nicht vollstindig in den Auszug tibergegangen waren. Ein 
Theil des bei der ersten Extraction verbliebenen Riickstandes 
wurde daher mit Hilfe der Dreefs’schen Reibe in ein sehr 
feines Pulver verwandelt und dann noch einmal mit heissem 
Weingeist extrahirt. Auch dieser Extract lieferte noch 
Amidosiiuren, und zwar 2,7 g pro 1 Kilo des Ausgangs- 
materials. Die Gesammtausbeute an Amidosiiuren— betrug 
demnach ca. 0,6°%o0, berechnet auf das Gewicht des  luft- 
trocknen, schaalenhaltigen, von Sand- und Erdtheilchen nicht 
ganz freien Ausgangsmaterials. Ohne Zweifel ist aber die 


1) Der weingeistige Auszug wird der Destillation unterworfen, der 
dabei verbliebene Riickstand mit Wasser behandelt, die triibe Fliissig- 
keit mit Gerbsiiure versetzt. Man bringt aufs Filter (zuvor fiigt man 
etwas Bleiessig zu, falls die Fliissigkeit schwer filtrirbar ist), setzt zum 
Filtrat Bleizucker oder Bleiessig zu, so lange noch ein Niederschlag 
entsteht, filtrirt wieder und leitet in das Filtrat Schwefelwasserstoff ein. 
Die vom Schwefelblei durch Filtration getrennte Fliissigkeit wird im 
Wasserbade bei gelinder Wirme eingedunstet, bis auf ihrer Oberflache 
sich eine Haut bildet. Nach Verlauf von einigen Tagen werden die 
ausgeschiedenen Amidosiuren auf ein Zeugtilter gebracht, nach dem 
Abtropfen der Mutterlauge mit etwas Weingeist gewaschen und sodann 
zwischen Fliesspapier stark abgepresst. In manchen Fallen habe ic!i 
die Amidosiiuren behufs Entfernung der Mutterlauge auf eine Thonplatte 
gebracht. 
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Ausbeute hinter der im Ganzen vorhandenen Amidosiiuren- 
menge betrichtlich zuriickgeblieben; denn nach der Aus- 
scheidung der Amidosiuren aus den eingeengten Extracten 
blieb eine dickfliissige Mutterlauge iibrig, aus welcher jene 
Stoffe sicherlich nur unvollstaéndig auskrystallisirt sind. 

Das in der beschriebenen Weise erhaltene Amidosiiuren- 
priparat tibergoss ich, nachdem es zerrieben worden war, 
mit absolutem Alkohol, erhitzte die Fliissigkeit im Wasser- 
bade bis fast zum Sieden und fiigte dann unter Umschiitteln 
concentrirte Ammoniakfliissigkeit in kleinen Antheilen zu, bis 
der grisste Theil des Priiparats in Lisung gegangen war. 
Den Riickstand behandelte ich mit kaltem Wasser, wobei eine 
in diesem Lésungsmittel sehr schwer lésliche Substanz in 
kleiner Quantitiit zuriickblieb. Diese Substanz erwies sich als 
Tyrosin. Sie war leicht léslich in wiisseriger Ammoniak- 
fliissigkeit; aus der so erhaltenen Lésung schied sie sich, 
nachdem Salzsiiure bis zur neutralen Reaction zugefiigt war, 
in feinen Krystallnadeln wieder aus. Sie gab sowohl die 
Hoffmann’sche wie die Piria’sche Reaction. 

Die vom Tyrosin abfiltrirte Fliissigkeit wurde unter eine 
Glasglocke tiber Schwefelsiiure gestellt, bis das Ammoniak 
verdunstet und die in Lésung gegangene Substanz gréssten- 
theils wieder ausgeschieden war. Diese Substanz wurde 
dann noch ein zweites Mal in der gleichen Weise in Lésung 
und wieder zur Ausscheidung gebracht. Sie bildete nun eine 
weisse, krystallinische Masse, welche Aussehen und Verhalten 
des Leucins zeigte. Beim Erhitzen im Glasréhrchen  ver- 
fliichtigte sie sich unter Bildung eines weissen, wolligen 
Sublimats; sie léste sich schwer in kaltem, leicht in heissem 
Wasser; die heisse Lésung lieferte nach Zusatz von Kupfer- 
acetatsolution') in reichlicher Menge eine Ausscheidung, welche 
das Aussehen des Leucinkupfers zeigte. Die Analyse gab 
folgende Resultate: 


1) Die concentrirte Kupferacetatsolution wurde der fast bis zum 
Kochen erhitzten Leucinlisung in kleinen Portionen zugesetzt; dann 
liess man erkalten. 
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Cu-Bestimmungen: 


1) 0,3290 g Substanz, bei 100° getrocknet, gaben 0.0800 g CuO; 
2) 0.3392 ¢ > > 100° > >»  0,08300 g CuO. 


N-Bestimmungen:)}) 
1) 0.3735 g Substanz gaben nach Kjeldahl’s Methode 0,031739 g N; 
2) 0.3702 g Substanz gaben nach der gleichen Methode 0,031878 g¢ N. 


Berechnet fiir Gefunden 
(C,H 
Cu 19,66 19,42 19,55 °/o 
N 867 8,50 8,61 °/o 


Die von den Leucinkrystallen abfiltrirten weingeistigen 
Mutterlaugen lieferten bet weiterem Verdunsten in geringer 
Quantitat noch ein Priparat, welches nach einmaligem Um- 
krystallisiren aus Weingeist und Ammoniak gleichfalls das 
Verhalten des Leucins zeigte. Es gab beim Erhitzen im 
Glasrohrehen ein weisses wolliges Sublimat; mit Kupferacetat- 
losung gekocht lieferte es eine krystallinische, dem Leucin- 
kupfer gleichende Ausscheidung (freilich nicht in so reichlicher 
Menge, wie das erste Priaparat): es lOste sich nicht oder nur 
zum Theil in einer gesiittigten wiisserigen Leucinlosung. 

Die im Vorigen mitgetheilten Versuchsergebnisse fiihren 
zu der Schlussfolgerung, dass das aus dem weingeistigen 
Extract dargestellte  Amidosiiurenpriiparat, abgesehen yon 
dem darin in geringer Menge enthaltenen Tyrosin, grdssten- 
theils, vielleicht sogar fast ausschliesslich aus Leucin bestand. 
Wire dem Leucin Amidovaleriansiiure oder eine andere Amido- 
siiure von iihnlichem Verhalten in erheblicher Quantitiit bei- 
gemengt gewesen, so wiirde das Leucin auch nach zweimaligem 
Umkrystallisiren vermuthlich beim Kochen mit Kupferacetat- 
losung keine, oder doch nur eine geringe Ausscheidung yon 
Leucinkupfer gegeben haben; mindestens aber wiirde— in 


1) Die Ausfiihrung dieser und der w. u. mitgetheilten Stickstoff- 
bestimmung verdanke ich der Gefalligkeit der Herren Dr. E. Winterstein 
und E. Ritter. Bei der Berechnung aller hier und im Folgenden auf- 
gefiihrten Analysenresultate wurden die von der deutsch, chem. Gese'!- 
schaft fiir diesen Zweck festgesetzten Atomgewichtszahlen zu Grunde 
gelegt. 


solchem Falle diese Reaction bei dem aus der Mutterlauge 
dargestellten Leucinpriiparat ausgeblieben sein. Doch kann 
das Rohleucin recht wohl eine sehr geringe Menge von 
Amidovaleriansiiure enthalten haben: denn es fehlen” die 
Mittel, eine solche neben Leucin nachzuweisen. Eine irgendwie 
erhebliche Verunreinigung des Leucins durch Phenylalanin 
wiirde sich beim Erhitzen der Leucinpriiparate im Glasrdhrchen 
zu erkennen gegeben haben: es trat dabei aber keine fiir 
das Vorhandensein von Phenylalanin sprechende Erscheinung 
ein. Fir die Priifung auf diese Amidosiiure kann ihre Eigen- 
schaft, bei der Oxydation durch Chromsiiure Benzoesiiure 
zu geben, verwerthet werden. Ein Versuch, durch Oxydation 
eines aus den Mutterlaugen von den Leucinkrystallisationen 
erhaltenen Produkts Benzoesiiure zu gewinnen, ein 
negatives Resultat: doch war dieser Versuch wegen eines 
daber gemachten Fehlers nicht einwurfsfrei. Gesetzt aber, 
dass das negative Ergebniss ein correctes gewesen wiire, 
<o wirde man aus demselben doch nicht auf giinzliches 
Fehlen von Phenylalanin in den untersuchten Keimpflanzen 
schliessen konnen. Denn es kann kein Zweifel dariiber 
bestehen, dass es mir nicht gelungen ist, die in diesen Keim- 
pflanzen enthaltenen Amidosiiuren vollstiindig zu gewinnen,. 
Nach dem Auskrystallisiren des Rohleucins aus dem_ beziig- 
lichen Extract blieb, wie oben schon erwiihnt worden ist, 
eine starke dickfliissige Mutterlauge iibrig, welche neben 
Kohlenhydraten (Zucker) noch Stickstoffverbindungen enthielt. 
In dieser Mutterlauge kénnen Amidovaleriansiiure und Phenyl- 
alanin, falls sie in sehr geringer Quantitiit das Leucin be- 
gleiteten, vollstiindig in L6sung geblieben sein. Dass in dieser 
dickfliissigen Mutterlauge ohne Zweifel auch ein, vielleicht 
recht betriichtlicher Thei! des Leucins zuriickgeblieben ist, 
wurde oben gleichfalls schon hervorgehoben. 

Bei der Darstellung der Amidosiiuren nach dem = von 
mir beschriebenen Verfahren aus Keimpflanzen geringen Alters 
heobachtete ich stets das Entstehen solcher  dickfliissigen 
Mutterlaugen, welche entweder bei wochenlangem Stehen 
keine Ausscheidungen mehr lieferten oder doch der Gewinnung 


etwa entstehender Ausscheidungen uniiberwindlichen Wider- 
stand entgegensetzten. Anders ist es bei der Verarbeitung 
von Keimpflanzen, welche mehrere Wochen lang im Dunklen 
vegetirt haben; hier bilden sich solche Mutterlaugen meistens 
in viel geringerer Stiirke. Man darf wohl annehmen, dass in 
letzterem Falle das Auskrystallisiren der Amidosiuren weit 
vollstiindiger stattfindet. 

Die Stoffe, von denen bisher die Rede war, wurden aus 
dem weingeistigen Keimpflanzenextract dargestellt. Den bei 
einmaliger Behandlung der Keimpflanzen mit Weingeist ge- 
bliebenen Riickstand untersuchte ich auf Hexonbasen. Ich 
behandelte 1 kg dieses Riickstandes mit kaltem Wasser, 
befreite den wiissrigen Auszug von den durch Gerbsiiure und 
durch Bleiessig fallbaren Substanzen, siiuerte ihn sodann mit 
schwefelsdure an und fiigte nun Phosphorwolframsaéure!) zu. 
Der durch dieses Reagens hervorgebrachte Niederschlag wurde 
abfiltrirt, mit 5°/oiger Schwefelsiiure gewaschen, zwischen 
Fliesspapier stark abgepresst und sodann in bekannter Weise 
mit Barythydrat zerlegt. Aus der mit Hiilfe von Kohlensiure 
vom Baryt befreiten Basenlésung konnte ich nach dem von 
A. Kossel angegebenen Verfahren, dessen Beschreibung hier 
unnothig ist, Histidin, Arginin und Lysin isoliren. Das 
Histidin wurde aus dem Quecksilberchloridniederschlag als 
salzsaures Salz gewonnen. Dieses Salz bildete  glinzende 
Krystalle, die im Aussehen dem Histidinchlorid anderer Her- 
kunft glichen. Das durch Umsetzung mit Silbernitrat daraus 
dargestellte Histidinnitrat lieferte, als seiner wiisserigen LoOsung 
iiberschiissiges Silbernitrat und dann tropfenweise Ammoniak- 
fliissigkeit zugesetzt wurde, einen weissen amorphen Nieder- 
schlag von Histidinsilber.?) Die Bestimmung des Silber- 


1) Sowohl in diesein Falle wie in allen spiiter beschriebenen Ver- 
suchen wurde krystallisirte, nach Drechsel’s Verfahren durch Auflésen 
in Aether gereinigte Phosphorwolframsiure verwendet, 

2) Fs sei hier daran erinnert, dass eine wiisserige Lésung von 
Argininnitrat: mit Silbernitrat und Ammoniak keine Fillung gibt; das 
Entstehen jenes Niederschlags unterscheidet also das Histidin vom 
Arginin. 
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gehalts in der bei 100° getrockneten Substanz gab folgendes 
Resultat: 
0,1600 g Substanz gaben 0.0890 g Ag. 
Berechnet fiir C,H,Ag,N,O, + H,O Gefunden 


Ag 55,77 55,62 %o. 

Das Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlage wurde 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff vom Quecksilber, 
sodann mittelst Silbernitrat von der Salzsiiure befreit: hierauf 
wurde es mit Silbernitrat und Barytwasser versetzt, um das 
Arginin als Silberverbindung auszufiillen. Der Niederschlag 
wurde abfiltrirt, mit Wasser gewaschen, zwischen Fliesspapier 
abgepresst, sodann in Wasser vertheilt und durch Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelquecksilber 
engte ich im Wasserbade stark ein, nachdem es mit Salpeter- 
siiure neutralisirt’ worden war; es lieferte bald Krystalle von 
Argininnitrat. Letztere wurden durch Aufstreichen auf eine 
Thonplatte von der nur in geringer Quantitiit vorhandenen 
Mutterlauge befreit, einmal aus Wasser umkrystallisirt und 
sodann in bekannter Weise!) in Argininkupfernitrat = 
(C,H, .N,O,),Cu(NO,), + 3 iibergefiihrt. Diese charak- 
teristische Argininverbindung, welche aus miissig concentrirter 
wiisseriger in diinnen, zu kugligen Aggregaten  ver- 
einigten Prismen von charakteristischem Aussehen krystallisirt, 
schmolz gleichzeitig mit einer aus anderer Quelle stammenden 
Probe der gleichen Verbindung bei 112°%) und lieferte bei 
der Analyse folgende Zahlen: 


1) 0.3290 g der an der Luft, dann noch kurze Zeit itiber Chlor- 
calcium getrockneten Substanz verloren bei LOO—105° 0,0310 g an Gewicht 
und gaben beim Gliihen 0,0440 g CuO. 

2) 0,4090 g Substanz, ebenso behandelt, verloren 0,0382 g an 
Gewicht und gaben 0,0550 g CuO. 


Berechnet fiir Gefunden 
(C,H,,N,0,),Cu(NO,), + 3 H,O 1 2 

H,O 9,15 9,42 9,34°/o 

Cu 10,77 10.69 10,74° 0 


1) Vgl. diese Zeitschrift, Bd. XI, 8. 48, sowie Bd. XXII, S. 428. 
2) Fast den gleichen Schmelzpunkt (112—114°) gibt A. Gulewitsch 
(diese Zeitschr., Bd. XXVII, S. 197) fiir das Kupferargininnitrat an. 


Das durch Zerlegung dieser Verbindung mittelst Schwefel- 
wasserstoff erhaltene Nitrat gab die Reactionen des Arginin- 
nitrats. 

Das Filtrat von dem durch Silbernitrat und Barytwasser 
hervorgebrachten Niederschlage wurde von den darin noch 
vorhandenen Silber- und Barytresten befreit und sodann mit 
Phosphorwolframsiiure  versetzt. Die bei Zerlegung des 
Phosphorwolframsiéureniederschlags erhaltene Basenlésung 
wurde mit alkoholischer Pikrinsiiureldsung neutralisirt und 
dann im Wasserbade stark eingeengt. Sie lieferte eine 
krvystallinische Ausscheidung, welche aus einem Gemenge von 
Kaliumpikrat mit dem Pikrat einer organischen Base bestand. 
Ich fiihrte diese Pikrate durch Schiitteln mit wiisseriger Salz- 
siiure und Aether bekannter Weise in die Chloride tiber. 
Die wiisserige LOsung der letzteren wurde im Wasserbade 
eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit) Methylalkoho! 


behandelt; Chlorkalium blieb zuriick, wiihrend das Chlorhydrat 
einer organischen Base in Losung ging. Nachdem das beim 
Verdunsten dieser Losung zuriickgebliebene Salz zur Reinigung : 
noch einmal in’ Methylalkohol aufgenommen worden war, 
wurde seine concentrirle wiisserige LOsung mit Platinchlorid 


und etwas Weingeist vermischt. Eine dabei geringer 
Quantitit entstandene Fiillung wurde abfiltrirt, das Filtrat- mit 
mehr Weingeist) vermischt und nun der Ruhe_ iiberlassen. 
Nach ca. 12 Stunden begann ein’ Chloroplatinat schonen 


rothgelben) Prismen aus der Fliissigkeit) sich abzuscheiden. 

Die Prismen zeigten genau das gleiche Aussehen, wie Lysin- ( 

platinchloridkrystalle,?) verwitterten ebenso wie diese selir 

rasch beim Liegen fiber concentrirter Schwefelsiiure und 

besassen den gleichen) Schmelzpunkt.3) Die Analyse der 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 438. , 

2) Als Vergleichsobject diente das Chloroplatinat von Lysin, h 
welches aus den Spaltungsprodukten der aus Coniferensamen dargestellten 

Proteinsubstanzen von uns isolirt worden war. o] 

3) Bei Ausfiihrung des Versuchs wurden zwei Capillarréhrehen. In 

von denen das eine etwas Lysinplatinchlorid, das zweite eine Probe des : Sc 


auf seine Identitit mit letzterem zu priifenden Chloroplatinats enthie!!. | di 


zuerst im Exsiceator, dann bei 100°, schliesslich noch bei - 
120° getrockneten Krystalle gab folgende Resultate: 


1) 0,1735 g Substanz gaben beim Gliihen 0,0607 g Pt. 

2) 0,4170 g Substanz wurden in Wasser geliést und mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Schwefelplatin durch Gliihen in Platin iiber- 
gefiihrt, das Filtrat vom Schwefelplatin fiir eine Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl’s Methode verwendet; erhalten wurden 0,1455 g Pt und 
0.01963 g N. 


Berechnet fiir Gefunden 
C,H,,N,0,, 2 HCl, PtCl, 1 2 

Pt 35,05 34,98 34,890 

N 5,05 — 4,71 


Die Ausbeute an Hexonbasen war nicht gross; aus 1 kg 
des Ausgangsmaterials erhielt ich ungefiihr 0,4 g Histidin- 
chlorid, 1,5 g Argininnitrat und 0,4 g Lysinchlorid. Doch 
konnen diese Angaben selbstverstiindlich auf Genauigkeit 
keinen. Anspruch machen, denn nach dem Auskrystallisiren 
des Histidinchlorids blieb eine starke Mutterlauge tbrig, die 
ohne Zweifel noch etwas von jenem Salz einschloss; ferner 
sind Argininnitrat und Lysinchlorid nicht in reinem Zustand 
gewogen worden. Es muss demnach auch als moglich be- 
zeichnet werden, dass neben jenen drei Stickstoffverbindungen 
noch andere organische Basen sich yvorfanden. 

Was den Asparagingehalt dieser Keimpflanzen  betrilft, 
so lieferte ein wiisseriger Auszug aus 10 ¢ lufttrockener Keim- 
pllanzen O,184 Asparaginkrystalle (wasser- und aschenfrei 
in Rechnung gestellt) = 1,84°/o. Doch ist es nicht sicher, 
dass nicht den Krystallen etwas Leucin beigemengt war. Ich 
versuchte daher noch aus einem Extract aus 40 g lufttrockener 
Keimpflanzen das Asparagin durch Ausfiillung mit Mercuri- 
nitrat ue. s. w. nach bekannter Methode modgtichst vollstiindig 
zu gewinnen: dabei erhielt ich 0,642 g Asparaginkrystalle 

(wasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) = 1,6°/o. Weit 
hoher, némlich = 4,2 °/o war die Asparaginmenge, die sich 


sleichzeitig im gleichen Bade erhitzt (das Schmelzen erfolgte bei 218—220°). 
in der gleichen Weise sind alle spiiter in dieser Abhandlung aufgefithrten 
~chmelzpunktsbestimmungen, die zur Identifizirung von Lysinplatinchlorid 
dienten, ausgefithrt worden. 
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aus einer nach Sachsse’s Methode ausgefiihrten Bestimmung 
berechnete.!) Es ist aber fraglich, ob das bei Ausfiihrung 
dieser Bestimmung im Extract entstandene Ammoniak aus- 
schliesslich aus Asparagin abgespalten worden war. Ich er- 
innere hier daran, dass nach v. Gorup-Besanez in den 
Wickenkeimlingen neben Asparagin auch etwas Glutamin sich 
findet; auch liegt es im Bereich der Moéglichkeit, dass diese 
beiden Amide nicht die einzigen durch Salzsiéure unter 
Ammoniakabspaltung zersetzbaren Bestandtheile der genannten 
Keimpflanzen. sind. 

Die zweite Cultur 6—7tigiger Keimpflanzen, gezogen 
im verdunkelten Zimmer, gab bei der nach gleichen Methoden 
ausgefiihrten Untersuchung fast genau die gleichen Resultate, 
wie die erste Cultur. Ein mit Hilfe von 92°/oigem Weingeist 
hergestellter Auszug aus 800 ¢ der lufttrockenen zerriebenen 
Pflanzchen lieferte ein Amidosiiurenpriiparat, dessen Gewicht 
nach dem Trocknen tiber Schwefelsiiure 3,4 ¢ betrug. Dieses 
Priiparat schloss ein wenig Tyrosin ein, dessen Isolirung und 
Identificirung ebenso geschah, wie es oben angegeben worden 
ist. Der Rest des Priiparats bildete nach zweimaligem Um- 
krystallisiren aus einem Gemisch von Alkohol und Ammoniak- 
fliissigkeit glinzende Krystallblittchen, welche die Eigenschaften 
des Leucins zeigten. Die heisse, wiisserige LOsung der 
Krystalle gab auf Zusatz von Kupferacetat eine Ausscheidung, 
welche das Aussehen des Leucinkupfers zeigte. Die Analyse 
der bei 100° getrockneten Verbindung gab folgende Resultate: 

1) 0,2575 g Substanz gaben 0,0635 g CuO 


2) 0.2515 > > » 0,0625 > > 
Berechnet fiir Gefunden 
1 2 
Cu 19,66 19,70 19,86 °/) 


Kin beim Verdunsten der Mutterlauge von den Leucin- 
krystallen erhaltenes Produkt wurde der Oxydation mittelst 
Kaliumbichromat und Schwefelséure unterworfen. Die Fliissig- 
keit gab beim Erkalten keine Krystallisation von Benzoesuaure, 


1) Die vor dem Kochen mit Salzsaiure im Extract schon vorhandene 
Ammoniakmenge wurde nach FE, Bosshard’s Methode bestimmt. 


| | 

( 
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lieferte aber beim Verdunsten iiber Schwefelsiiure doch einige 
Krystallblittchen, welche das Aussehen der genannten Siiure 
besassen; doch war die Quantitét der Krystalle zu gering, 
um sie identifiziren zu kOnnen. 

Auch hier wiirde die Ausbeute an Amidosiiuren wahr- 
scheinlich eine grossere gewesen sein, wenn ich die Extraction 
mit heissem Alkohol noch einmal wiederholt hiitte (man ver- 
cleiche die oben gemachte Angabe). 

Der in Weingeist unlésliche Theil der Pfliinzchen wurde 
auf meinen Wunsch von Dr. Widsoe auf Hexonbasen 
untersucht. Aus der bei Zerlegung des Phosphorwolframsiéure- 
niederschlags erhaltenen Basenlosung wurden Histidin und 
Arginin zusammen durch Silbernitrat und Barytwasser gefiillt, 
Der Niederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff zersetzt, 
die yom Schwefelsilber abfiltrirte Basenl6sung mit) Salpeter- 
stiure neutralisirt. Aus dieser Losung wurde dann das Histidin 
durch Silbernitrat und Ammoniak gefiillt: die bei Zerlegung 
dieses Nrederschlags mit Salzsiiure erhaltene Fliissigkeit lieferte 
Krystalle, als sie nach dem <Abfiltriren des Chlorsilbers  ein- 
eedunstet wurde. Das Filtrat vom Histidinsilber wurde yom 
Silber und vom Ammoniak befreit und sodann zur Austiillung 
des Arginins mit Phosphorwolframsiure versetzt. Der Nieder- 
schlag wurde durch Baryvthydrat) zerlegt, das in’ Freiheit 
gesetzte Arginin zuerst das Nitrat, dann in das Arginin- 
kupfernitrat tibergefiihrt: letzteres krvstallisirte in) der cha- 
rakteristischen Form kugligen, aus diinnen Prismen 
bestehenden Aggregaten von dunkelblauer Farbe). Das Vor- 
handensein von Arginin und Histidin auch in diesen Pfliinzchen 
darf demnach wohl als nachgewiesen betrachtet werden — 
lm so mehr, als diese beiden Basen in der dritten, unter 
cleichen Bedingungen gezogenen Cultur bestimmt nachgewiesen 
wurden (vergleiche weiter unten). Im Filtrat von dem) durch 
“ibernitrat und Barvtwasser hervorgebrachten Niederschlage 
rand sich eine dritte Base vor, welche zuniichst wieder durch 
hosphorwolframsiiure ausgefiillt, dann in das Pikrat tiber- 
geftihrt wurde. Letzteres lieferte beim Schiitteln mit) Salz- 
siiure und Aether eine wasserige LOsung, welche neben etwas 
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Chlorkalium ein in Methylalkohol Jésliches, krystallisirbares 
Chlorhydrat enthielt. Dass hier Lysinchlorid vorlag, darf fiir 
wahrscheinlich erklart werden. 

Der Asparagingehalt der lufttrockenen Pfliinzchen belief 
sich nach einer nach Sachsse’s Methode ausgefiihrten Be- 
stimmung auf 4,6°/o; die aus den Pfliinzchen abscheidbare 
Asparaginmenge war aber hier noch geringer, als bei den 
Pfliinzchen der ersten Cultur. Ich fiihre die betreffende Zahl 
hier nicht an, weil sie vielleicht mit einem Fehler behaftet ist 
und wegen Mangels an Material nicht durch einen zweiten 
Versuch kontrollirt werden konnte; es muss aber doch als 
moglich bezeichnet werden, dass die nach Sachsse's Methode 
erhaltene Zahl um ein betriachtliches zu hoch ist. 

In diesen Pfliinzchen wurden auch der Gesammtstickstolf 
und die auf Proteinstoffe fallende Stickstoffmenge, letztere 
nach Stutzers Methode, bestimmt. Fir die lufttrockenen 
Ptliinzchen ergaben sich folgende Werthe?: 

Stickstoff in Proteinstoffen . . 3,22%o. 

Auf nicht proteinartige Verbindungen fiillt nach diesen 
Bestimmungen 1,98°/o = 32,9°/o des Gesammtstickstoffs. 

Da der Wassergehalt der lufttrockenen Pfliinzchen 9,18° 0 
betrug, so berechnen. sich fiir die Pflanzentrockensubstanz 
folgende Werthe: 

Stickstoff in nicht proteinartigen Verbindungen . . 1,74°o. 

Dass ich schliesslich noch eine dritte Cultur 6—7tigiger 
Keimpflanzen von Vicia sativa untersucht habe, hatte einen 
besonderen Grund. Wie man aus den im «Anhang» gemachten 
Mittheilungen ersehen kann, ist es sehr wahrscheinlich, dass 


1) Analytische Belege: A. Gesammtstickstoff: a) 1,2101 ¢ 
Substanz gaben 0,058326 g = 4,82°/o N. b) 1,4138 g Substanz gaben 
0,0674383 g == 4,77°/o N (Mittel: 4,80°%o N). B. Proteinstickstoff nach 
Stutzer’s Verfahren: a) 1,3594 g Substanz gaben 0,043534 g = 3,20° 0 N. 
b) 1.3370 g Substanz gaben 0,043264 g = 3,24°o N (Mittel 3,22° N). 
Die Bestimmungen wurden nach Kjeldahl’s Methode ausgefihrt. 


| 
| 
3 
[ 


die Keimpflanzen der Papilionaceen ein eiweisslOsendes Enzym 
enthalten. Es liegt nun im Bereich der Méglichkeit, dass 
dieses Enzym noch wihrend des bei 55—60° erfolgenden 
Trocknens der Pflanzchen auf die Eiweissstoffe wirkte. Aller- 
dings kann die Wirkung wohl nur eine schwache gewesen 
sein, denn, abgesehen davon, dass jene Temperatur vermuth- 
lich keine gtinstige fiir das Enzym war, entwich auch aus den 
im Trockenschrank diinn ausgebreiteten Pfliinzchen das Wasser 
so rasch, dass Vorgiinge der genannten Art ohne Zweifel bald 
zum Stillstand kamen. Immerhin war es von Interesse, zu 
priifen, ob andere Resultate sich ergaben, wenn das Trocknen 
der Pflinzchen bei einer ho6heren Temperatur erfolgte. Daher 
wurden die Pfliinzchen der dritten Cultur, welche, ebenso wie 
diejenigen der zweiten Cultur, im verdunkelten Zimmer gezogen 
worden waren und ungefiihr den gleichen Entwicklungsgrad 
besassen, bei 75—80° getrocknet. Sie briiunten sich beim 
Trocknen stirker, als die Pfliinzchen, die bei einer unter 60° 
liegenden Temperatur getrocknet wurden; die bei ihrer Unter- 
suchung erhaltenen Resultate stimmten aber in allen wesent- 
lichen Punkten mit denjenigen tiberein, die sich bei der Unter- 
suchung der anderen Piliinzchen gleicher Art ergaben. Ein 
weingeistiger Extract aus 1 kg der lufttrockenen Pflinzchen 
lieferte ein Amidosiurepréparat, dessen Gewicht nach dem 
Trocknen iiber Schwefelsiiure 51/2 g betrug. Das Priiparat 
schloss eine sehr kleine Menge von Tyrosin ein; der Rest 
bestand allem Anschein nach zum allergrOssten Theil aus 
Leucin. Nach zweimaligem Umkrystallisiren aus einem Ge- 
misch von Weingeist und Ammoniakfliissigkeit bestand die 
Substanz aus weissen, gliinzenden Krystallbliittchen, die das 
Aussehen und das Verhalten des Leucins zeigten. Ihre heisse, 
wisserige Lésung gab auf Zusatz von Kupferacetat in reich- 
licher Menge eine dem Leucinkupfer gleichende Ausscheidung. 
Die Kupferbestimmung gab fiir dieses Produkt folgendes 
Kesultat: 
06287 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1545 g CuO. 
Berechnet fiir (C,H,,.NO,),Cu Gefunden 
Cu 19,66 19,63 °/o. 
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Der bei Behandlung der zerriebenen Pfliinzchen mit Wein- 
geist verbliebene Riickstand wurde mit kaltem Wasser extrahirt. 
Der Auszug gab mit Phosphorwolframsiiure') einen starken Nieder- 
schlag, aus welchem sich nach bekannten Methoden Hexon- 
basen isoliren liessen. Das aus dem Quecksilberchloridnieder- 
schlage gewonnene Histidinchlorid bildete  tafelf6rmige 
Krystalle, die im Aussehen dem Histidinchlorid anderer Her- 
kunft glichen. In dem durch Umkrystallisiren gereinigten Produkt 
wurde eine Chlorbestimmung mit folgendem Resultat ausgefiihrt: 


0,1035 g Substanz (iiber Schwefelsiure getrocknet) gaben 0,0695 g AgCt. 


Berechnet fiir Gefunden 
C,H +- H,O 
Cl 16,90 16,61°/o, 


Die Silberbestimmung in dem aus diesem Produkt nach 
bekanntem Verfahren dargestellten Histidinsilber gab 
folgendes Resultat: 

0.1590 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0.0890 ¢ Ag. 


Berechnet fir Gefunden 
C,H, Ag,N,0, + H,0 
Ag 99,77 56.0 


Aus dem Filtrat) vom Quecksilberchloridniederschlage 
wurde das Arginin friiher beschriebener Weise durch 
Filling mit Silbernitrat und Barytwasser isolirt. fiilirte 
diese Base zuniichst in das Nitrat tiber.?)  Letzteres wurde 
durch Umkrystallisiren gereinigt und dann in Argininkuptfer- 
nitrat iibergefiihrt. Diese Verbindung krvstallisirte der 
charakteristischen Form und schmolz gleichzeitig mit Arginin- 
kupfernitrat. anderer Herkunft. Die Analyse gab folgende 
Resultate: 

0.2720 ¢ Substanz verloren bei 100—105° 0.0255 g an Gewicht 

und gaben 0,0360 g CuO. . 


Berechnet. fiir Gefunden 
(C,H,,N,O,),Cu(NO,), 3H,O 

H,O 9,15 9.38% 

Cu 10,77 10,57 °/o. 


1) Vor dem Zusatz der Phosphorwolframsiiure wurde der Auszug 
von den durch Gerbsiiure und durch Bleiessig fallbaren Stoffen befreit. 

2) Nach dem Auskrystallisiren des Argininnitrats blieb eine starke, 
dickfliissige Mutterlauge tbrig. 


Das bei Zerlegung dieser Kupferverbindung  mittelst 
Schwefelwasserstoff erhaltene Nitrat stimmte im Aussehen 
und in den Reactionen vollstiindig mit Argininnitrat tiberein. 

Das Filtrat von dem durch Silbernitrat und Baryt  her- 
vorgebrachten argininhaltigen Niederschlage enthielt noch eine 
durch Phosphorwolframsiéure fillbare Base. Es ist also sehr 
woh! moglich, dass auch hier Lysin sich vorfand; doch habe 
ich den Versuch nicht bis zur Isolirung dieser Base durch- 
cefiihrt. 

Aus den im Vorigen gemachten Mittheilungen ist) zu 
ersehen, dass die drei Culturen 6—7tiigiger Keimpflanzen, 
yon denen die eine im Freien in fruchtbarer Erde, die beiden 
anderen im Zimmer in Sand gezogen waren, bel der Unter- 
suchung die gleichen Resultate gaben: aus allen liessen sich 
Leucin, Tyrosin, Arginin und Histidin isoliren (die Priifung 
auf Lysin ist nur bei den Pflanzchen der ersten Cultur, hier 
aber mit positivem Resultat, ausgefiihrt worden). Auch die 
Ausbeute an den oben genannten Stoffen zeigte bei den drei 
zur Untersuchung gelangten Culturen nur geringe Verschieden- 
heiten, 

Die bet 75—S80° getrockneten Pfliinzchen der dritten 
Cultur lieferten, soweit) sich dies auf dem von ein- 
geschlagenen Wege tiberhaupt feststellen liess, keine niedrigere 
Ausbeute an Eiweisszersetzungsprodukten (Amidosiiuren und 
Hexonbasen), als die unter 60° getrockneten Pfliinzchen der 
heiden anderen Culturen: also scheint es keinen Einfluss 
wuszuiiben, ob man in der einen oder in der anderen Weise 
die Pfliinzchen trocknet. 


b) etiolirte Keimpflanzen. 


Die fein zerriebenen lufttrockenen Pfliinzchen, im Gewicht 
Vou 990g, wurden mit kochendem Weingeist von ca. 92 Vo- 
lunprocenten behandelt; der Auszug, in friiher beschriebener 
Weise verarbeitet, lieferte ein Amidosiiurenpriiparat, dessen 
Gewicht nach dem Trocknen iiber Schwefelsiiure nur 2 g 
betrug. Dieses Priiparat, aus welchem ich Tyrosin_ nicht 
Zi isoliren vermochte, wurde zwei Mal aus einem Gemisch 
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von Weingeist und Ammoniakfliissigkeit umkrystallisirt; dann 
wurde seine wisserige Losung mit Kupferoxydhydrat erhitzt, 
wobei eine Kupferverbindung sich ausschied. Bei der Zer- 
setzung durch Schwefelwasserstoff lieferte diese Verbindung 
eine Substanz, die sich beim Erhitzen in GlasrOdhrchen wie 
ein’ Gemenge von Phenylalanin und Leucin_ verhielt 
(wihrend ein Theil sublimirte, blieb ein geschmolzener, nach 
dem Erkalten krystallinisch erstarrender Riickstand, wihrend 
im oberen Theile des GlasrOéhrchens Olige Tropfen sich ab- 
setzten, die nach dem Erkalten krystallinisch wurden und 
dann den Geruch besassen, der den Zersetzungsprodukten 
des Phenylalanins eigenthiimlich ist). Als diese Substanz der 
Oxydation mit Kaliumbichromat und verdiinnter Schwefelsidure 
unterworfen wurde, trat der Geruch des Benzaldehyds auf; 
aus der erkalteten Fliissigkeit schied sich eine in Aussehen 
und Verhalten der Benzoesiéiure gleichende Substanz aus. ') 
Diese Erscheinungen sprechen dafiir, dass Phenylalanin vor- 
handen war. Die von der erwiihnten Kupferverbindung ab- 
filtrirte Fliissigkeit’ wurde im Wasserbade eingedunstet, der 
Verdampfungsriickstand sodann mit warmem Wasser behandelt, 
wober noch eine geringe Menge einer schwer loslichen Kupfer- 
verbindung zurtickblieb. filtrirte L6sung wurde mit Hiilfe 
von Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit und hierauf ein- 
gedunstet, der Verdamptaungsriickstand aus einem Gemisch yon 
Weingeist und Ammoniakfliissigkeit’ umkrvstallisirt. So  erhielt 
ich ein glinzenden Bliaittchen  krystallisirendes Produkt, 
welches das Verhalten der Amidovaleriansiiure zeigte. 
Ks verfliichtigte sich beim Erhitzen Glasréhrehen unter 
Bildung eines weissen Sublimats: seine wiisserige Losung 
gab beim Erhitzen mit Kupferacetat keine Ausscheidung. — ks 
loste sich leicht in einer gesiittigten wiisserigen Leucinlosung. 

Aus denim Vorigen mitgetheilten Versuchsergebnissen ist 
zu schliessen, dass in dem bei Verarbeitung der 3'/2 wochent- 

1) Die in Wasser schwer lisliche Substanz krystallisirte in gliinzenden 
Nadeln und Blittchen, welche beim Erhitzen schmolzen, spiiter sublimirten 


und den Geruch der Benzoesiiure zeigten. Die neutralisirte Lisung gab 
mit Eisenchlorid eine hellbraune Fiillung, 
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lichen Pflanzchen erhaltenen Amidosiiurenpriiparat Phenyl- 
alanin und Amidovaleriansiiure enthalten waren; dass 
neben letzteren auch Leucin sich vorfand, ist nicht bewiesen, 
kann jedoch ftir moglich erkliirt werden. Jedenfalls aber 
bestand nur ein Theil, wahrscheinlich sogar nur ein kleiner 
Theil jenes Priparats aus Leucin. Daraus folgt aber, dass 
die Keimpflanzen nur sehr wenig Leucin 
enthielten. 

In Uebereinstimmung damit stehen die Resultate, die 
ich frtiher bet Untersuchungen von 3woéchentlichen etiolirten 
Keimpflanzen von Vicia sativa erhielt. Aus diesen Keim- 
pllanzen konnte ich, bei Verarbeitung weit grésserer Material- 
mengen, Phenylalanin, Amidovaleriansiiure und Leucin darstellen. 
Von diesen drei KOrpern schien die Amidovaleriansiure der 
Quantitiéit nach zu priivaliren, wiihrend Leucin allem Anschein 
nach nicht in grosser Menge vorhanden war. Aus diesen Keim- 
pllanzen erhielt ich pro Kilogramm ungefiihr 3 g  Amido- 
siiuren (gewogen als Rohprodukt): es ist anzunehmen, dass 
hochstens ein Drittel dieses Rohproduktes aus Leucin bestand. 
Demnach witirde ein Kilogramm der lufttrockenen Pfliinzchen 
nur ungefiihr 1 ¢@ Leucin geliefert haben. 

Der bei der Behandlung mit kochendem Weingeist un- 
eclost gebliebene Theil der 3!/2wéchentlichen Keimpflanzen 
wurde mit Wasser extrahirt, der Auszug nach bekanntem 
Verfahren auf Hexonbasen untersucht. Die bei Zerlegung 
des Phosphorwolframsiiureniederschlages erhaltene  Basen- 
losung versetzte ich, nachdem sie mit Kohlensiiure gesiittigt 
worden war, mit Quecksilberchlorid bis zur neutralen Reaction. 
Der dabei entstandene Niederschlag lieferte, in’ bekannter 
Weise verarbeitet, Krystalle von Histidinchlorid in) geringer 
Menge. Das daraus dargesiellte Histidinsilber gab bei der 
Analvse folgendes Resultat : 


0.2020 g Substanz, bei 100° getrocknet, gaben 0.1125 g Ag. 


Berechnet fiir: Gefunden : 
C,H,Ag,N,0, + H,O 
Ag 55,77 5.69 


Das Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlage wurde 
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vom Quecksilber und von der Salzsiiure befreit und sodann 
zur Ausfillung des Arginins mit Silbernitrat und Barytwasser 
versetzt. Den dabei erhaltenen braunen Niederschlag  zer- 
setzte ich durch Schwefelwasserstolf, neutralisirte die vom 
Schwefelsilber abfiltrirte Fliissigkeit mit Salpetersiure und 
dunstete sie sodann zum diinnen Syrup ein. Dieser Syrup 
lieferte keine Krystalle von Argininnitrat. Er enthielt noch, 
eine durch Silbernitrat und Ammoniak fiillbare Substanz 
(Histidin?): ich fiillte dieselbe aus, befreite das Filtrat vom 
Silber und vom Ammoniak und versetzte es dann mit Phos- 
phorwolframsiure. Der durch dieses Reagens hervorgebrachte, 
an Quantitiit nur geringe Niederschlag wurde durch Baryt- 
hydrat zerlegt, die so erhaltene Basenlésung mit Salpetersiitive 
neutralisirt und sodann wieder eingedunstet. Auch diese 
Fliissigkeit) lieferte keine Argininnitrat-Krystalle!). ver- 
mochte also aus den 31 2woéehentlichen Keimpflanzen kein 
Arginin darzustellen. Zu dem gleichen Resultat bin ich friiher, 
jedoch unter Anwendung einer weniger scharfen Trennungs- 
methode, bet Untersuchung der 3wéchentlichen Weimptlanzen 
eelangt, 

Man kann nun noch fragen, ob etwa in den wein- 
geistigen Weimpflanzen-Extracten Arginins sich) vorgefunden 
habe. Indessen habe ich bei Untersuchung argininhalliger 
Keimptlanzen das Arginin bis jetzt stets in den in’ Weingeis! 
unloslichen Theile der Pfliinzchen gefunden. Ferner habe ich 
frither auch den Niederschlag, der durch) Phosphorwoltram- 
siiure in der wiisserigen LOsung des beim Verdunsten der 
weingeistigen Extracte verbliebenen Riickstandes erzeugt wurde, 
eingehend untersucht: ich vermochte aus diesem Niedersclilis 
Gauanidin, Cholin, Betain und eine geringe Menge Vici 
zu isoliren, wiihrend dagegen kein Anzeichen fiir das gleicl- 
zeilige Vorhandensein von Arginin mir entgegen trat. 

Die Keimpflanzen enthielten As) a- 


1) Kine Probe der Fliissigkeit gab mit Kaliumquecksilberjodid uni 
Natronlauge eine Fallang; Arginin kann also in sehr kleiner Menge yor- 
handen gewesen sein. 
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ragin in sehr grosser Quantitiét. Ein wiisseriger Extract aus 
20 g lufttrockener Pfliinzchen lieferte 1,762 ¢ Asparaginkrystalle 
owasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) == 8,9°/o. Nach- 
dem dieses Produkt aus wenig heissem Wasser umkrystallisirt 
worden war, wurde darin eine Krystallwasserbestimmung mit 
folgendem Resultat ausgefiihrt : 


0,693 g Substanz verloren bei 100—105 ° 0,083 g an Gewicht. 


Berechnet fiir: Gefunden : 
C,H + H,O 
H,O 12,00 11,98 % 


Die Identitiit der Krystalle mit Asparagin§ ergibt) sich 
ferner daraus, dass sie beim Erhitzen mit verdiinnter Salz- 
siiure sich unter Ammoniakabspalttung zersetzten und dass aus 
ihrer, in der Wiirme mit Kupferoxydhydrat gesiittigten wiisse- 
rigen Losung beim Erkalten eine blaue, dem Asparaginkupfer 
cleichende Verbindung sich ausschied. 

Nach Sachsse's Methode wurde der Asparagingehalt 
dieser Keimpflanzen 12,4°/0 gefunden. Wahrscheinlich ist 
diese Zahl in Folge des Vorhandenseins von Glutamin zu hoch. 

Sodann wurden in den Keimpflanzen noch der Gesamimt- 
stickstof— und die auf Proteinstoffe fallende Stickstoffmenge 
nach Stutzer-s Methode bestimmt. Fiir die lufttrockenen 
Pilinzchen ergeben sich folgende Zahlen: 

Gesammtstickstoff . . 660° 0 
Stickstoff Proteinstoffen. 2,08 °/o 

Auf nichtproteinartige Verbindungen fielen) demnach 
692% N oder 68,2°%o des Gesammetstickstoffes. Dai der 
Wassergehalt der lufttrockenen Piliinzchen 6.98% betrug, so 
erveben sich fiir die Trockensubstanz der Pilinzchen folgende 
Gehaltszahlen: 


1) Analytische Belege: A) Gesammtstickstoff: a) 10691 g 
Substanz gaben 0,0703468 ¢ = 6,58%o N; b) 141999 ¢ Substanz gaben 
O.0792948 ¢ = 6.61% N (Mittel 6.60% B) Proteinstickstoff 
nach Stutzer’s Verfahren: a) 1.1955 ¢ Substanz gaben 0,0216064 = 
2.06 N; b) 1.1188 g Substanz gaben 0,0234948 g == 210°o N (Mittel 
208°o Nj. Die Bestimmungen wurden nach Kjeldahl’s Methode aus- 
cefiihrt. 


Stickstoff in Proteinstoffen. . . . . 2,24°%o 

nicht proteinartigen Verbindungen 4,86 °/o 
Nimmt man an, dass die in den Pfliinzchen sich vor- 
findende absolute Stickstoffmenge wiihrend des Keimungsvor- 
ganges keine Aenderung erfahren hat, so ergibt die Be- 
rechnung, dass aus 100 Gewichtstheilen 6—7tigiger Keim- 
pllanzen 74,5 Gewichtstheile 31/2 woéchentlicher  Pfl&nzchen 
entstanden sind, Jene Keimpflanzen wiirden danach wahrend 
2. swochentlichen Wachsthums im Dunkeln einen Gewichts- 

verlust von 25.5 Theilen erlitten haben. 


Riickblick auf die an den Keimpflanzen von Vicia sativa gemachten 
Beobachtungen. 


In den 6—7tiigigen Keimpflanzen  findet) man (neben 
Asparagin) Leucin, Tyrosin und Hexonbasen vor; und zwar 
treten diese Produkte in einem Mengenverhiiltniss auf, das 
demjenigen dihnlich ist, in welchem man sie bei der Zersetzung 
pflanzlicher Eiweissstoffe durch Siiuren erhilt: Tvrosin  findet 
sich in viel kleinerer Quantitéit als Leucin, unter den Hexon- 
basen priivalirt das Arginin, keine dieser Hexonbasen tritt 
aber in so grosser Menge auf, wie das Leucin. 

Kine ganz andere Zusammensetzung zeigt das Gemenge 
lOslicher Stickstoffverbindungen, das den 3- oder 33.2 wo- 
chentlichen  etiolirten Keimptlanzen enthalten ist. Tyrosin 
und Arginin fehlen darin oder sind nur in Spuren vorhanden, 
Leucin tritt nur in kleiner Quantitéit auf, daneben finden sich 
noch zwei Amidosiiuren, die aus den jiingeren Keimptlanzen 
nicht dargestellt werden konnten, aber doch vielleicht darin 
nicht vollig fehlen, niémlich Phenylalanin und Amidovaleriian- 
siiure. Asparagin tritt in den etiolirten Pflanzen in 
viel Quantitéit auf, als in den jiingeren Pflinzchen: 
die Ausbeute an diesem Amid war dort ftinf Mal so gross, 
wie hier. Mit der fortschreitenden Entwicklung Piflinz- 
chen ist also eine sehr starke Versehiebung des Mengenyer- 
hiiltnisses, in welchem das Asparagin zum = Arginin, Leucin 
und Tyrosin steht, verbunden. Vergleicht man z. B. die Aus- 
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beuten an Asparagin und Leucin, so findet man, dass die 
Asparaginmenge zur Leucinmenge bei den jiingeren Pfliinzchen 
sich etwa = 3bis 4: 1, in den iilteren Pfliinzchen dagegen 
vielleicht — 80 bis 90: 1 verhiilt. 

Diese Erscheinungen fiihren zu der Schlussfolgerung, 
dass die Anhiiufung des Asparagins in den Pflfinzchen von 
einem Verbrauch anderer Produkte des Eiweissumsatzes, ins- 
besondere des Arginins, Tvyrosins und Leucins begleitet ist. 

Bemerkenswerth ist noch, dass mir bei Untersuchung 
der 6—7tigigen Keimpflanzen das aus den ungekeimten 
Wickensamen leicht darstellbare Vicin nicht begegnet ist. 
Dagegen fand ich diesen Stoff friiher in den 3woéchentlichen 
Keimpflanzen, und zwar in dem Phosphorwolframsiiurenieder- 
schlag aus dem in Weingeist l6slichen Theil der Pfliinzchen 
her den 6—7tiigigen Pflinzchen habe ich diesen Niederschlag 
nicht untersucht) Die Quantitéit des Vicins war aber hier 
nur eine sehr geringe, woraus man zu schliessen hat, dass 
diese Stickstoffverbindung im Stoffwechsel der Keimpflanzen 
dem Verbrauch unterliegt. 

Es ist nicht unwahrscheinlich, dass die Keimpflanzen 
von Vicia sativa ausser den aus ihnen dargestellten nicht pro- 
feinartigen Stickstoffverbindungen noch andere Stoffe dieser 
Art enthalten, die uns bis jetzt unbekannt geblieben sind. 
Denn die  etiolirten Pfliinzchen  enthalten 
1.92 ° 0 Stickstoff in Form nicht proteinartiger Verbindungen, 
Da nun auf Asparagin und iihnliche Stoffe (Glutamin) 2,64°%/o 
Stickstoff fallen, so bleiben noch 1,88°/o Stickstoff iibrig, welche 
anderen nicht proteinartigen Verbindungen angehoren. Sind 
nin auch in diesen Keimpflanzen neben Asparagin noch zahl- 
reiche Stoffe jener Art, niimlich Leucin, Amidovaleriansiure, 
Phenylalanin, Histidin, Guanidin, Cholin, Betain, Vicin und 
Ammoniak nachgewiesen worden, so findet man doch keinen 
dieser Stoffe in den Keimpflanzen in grosser Menge vor; es 
~cheint daher, dass die genannten Stoffe nicht hinreichen, um 
die Stickstoffmenge zu decken, die nach Abzug des Aspa- 
ragin- und Glutamin-Stickstoffs vom « Nichtproteinstickstoff » 
hoch jibrig bleibt. Etwas Bestimmtes liisst sich dariiber frei- 
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lich nicht aussagen, weil es an Methoden zur quantitativen 
Bestimmung jener Stickstoffverbindungen fehlt. 


B. Versuche mit Pisum sativum. 


Die von mir untersuchten Keimpflanzen von Pisum sativum 
waren 6-—7 Tage alt: sie waren in einem verdunkelten Zimmer 
in Sand gezogen. Die Pfliinzchen der einen Cultur, gewachsen 
bei einer Temperatur von 20—22°C., besassen ohne Wurzeln 
eine Liinge von S—9em.: sie wurden in gewoOhnlicher Weise 
getrocknet. Die Pfliinzchen der zweiten Kultur, gewachsen 
bet nur 17-—-19°C., hatten nicht ganz die gleiche Liinge er- 
reicht: sie wurden nach der Erndte in Alkohol geworfen und 
nach Lingerem Verweilen unter letzterem ino gelinder Wiirme 
(PO—25°C.) getrocknet. 

Z7uniichst theile ich die Resultate mit, die ich bei Unter- 
suchung der Pfliinzchen der ersten Cultur erhielt. Diese Re- 
sultate stimmten fast vollstiindig mit denjenigen tiberein, dic 
bei Untersuchung der 6—7tigigen Keimpflanzen von 
sativa erhalten wurden. Ein weingeistiger Auszug 
der zerkleinerten. lufttvockenen Pilainzchen lieferte ein Amido- 
siiurenpriiparat, dessen Gewicht nach dem Trocknen  tiher 
schwetclsiure 4,5 betrug. Dieses) Praparat schloss etwas 
Tyrosin ein, dessen Tsolirung und Identificirung cben so 
geschah, wie es bei den Keimptlanzen von Vicia beschrichen 
worden ist. Der Rest des Priparates bestand offenbar zum 
allergréssten Theile aus Leucin: er bildete nach zweimaligen 
Uimkrystallisiren aus Weingeist unter Zusatz von etwas .\n- 
moniaktliissigkeit) gliinzende Blittehen, welche Ausselien 
und Verhalten mit Leucin vollkommen tibereinstimmeten. [ire 
heisse, wiisserige Losing gab auf Zusatz von Kupferacelia 
Ausscheidung von Leucinkupfer in reichlicher Menge. [ic 
Analyse des bei f00°C. getrockneten) Produkts gab folgende 


Zahlen: 


1. 0.2540 ¢ Substanz gaben 0,0625 CuO 


0.2600 > > > 0.0635 » » 
3. 0.2875 ¢ > >» nach Kjeldahl's Methode 0,024012¢ 4. 
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Berechnet fiir: Gefunden: 
(C,H,,NO,),Cu 1 2 3 
Cu 19,66 19,66 19,52 — % 
N 8.67 — 8.36» 


Die Mutterlauge von dieser Leucin-Krystallisation lieferte 
ein Produkt, welches gleichfalls Aussehen und Verhalten des 
Leucins zeigte; aus seiner wiisserigen Losung schied sich beim 
Erhitzen mit Kupferacetat eine dem Leucinkupfer gleichende 
Kupferverbindung aus. 

Die beim Verdunsten der letzten Mutterlauge erhaltene 
Substanz wurde der Oxydation mittelst Kaliumbichromat und 
Schwefelsiure unterworfen: dabet erhielt ich Benzoesiiure 
in kleiner Menge (2—3 eg.). Durch Umkrystallisiren und durch 
Sublimation gereinigt, schmolz dieselbe bei 119.5°C.1) Aus 
dem Entstehen yon Benzoesiiure dart man wohl schliessen, 
dass die Mutterlauge vom Leucin eine kleine Menge von Phenyl- 
enthielt. 

In den bei Behandlung der zerkleinerten Keiimpflanzen 
mit heissem Weingeist verblicbenen Riickstand liessen 
Hexonbasen nachweisen. Ich extrahirte 600 ¢ dieses Riick- 
stundes mit) schwach erwiirmtem Wasser und verarbeitete 
den Auszug so, wie es oben bei den Keimpflanzen von Vicia 
angegeben worden ist. Eine kleine Verschiedenheit) lag nur 
in der Art und Weise, in welcher ich das lysinhaltige Filtrat 
von dem durch Silbernitrat und Barytwasser erzeugten Nieder- 
<chlage behandelte. Ich fiigte diesem Filtrat zur Entfernung 
des darin noch vorhandenen Silbers Salzsiiure zu; dann neu- 
tralisirte i¢h es mit Kalilauge und dtinstete es auf ein geringes 
Volumen ein. Nach dem Erkalten schieden sich anorganische 
Salze aus. Die nach Entfernung derselben verbliebene Fliissig- 
keit wurde, um den gréssten Theil des Kalis zu entfernen, 
mit Weinsiture und wenig Weingeist vermischt. Aus der durch 
Filtration vom Weinstein getrennten Fliissigkeit wurde durch 
Schwefelsiiure der darin noch vorhandene Baryt entfernt: 
dann wurde Phosphorwolframsiiure zugesetzt. Den durch dieses 


1) Die Substanz zeigte auch im Uebrigen das Verhalten der Ben- 
zoesaure. 


Reagens erzeugten Niederschlag zerlegte ich mit Barythydrat 
in bekannter Weise. Die dabei erhaltene BasenlOsung wurde 
mit alkoholischer Pikrinsiiureldsung neutralisirt, das in dieser 
Weise erhaltene Pikrat dann ebenso behandelt, wie es friiher 
angegeben worden ist. 

Die Identificirung der Hexonbasen geschah in der gleichen 
Weise, wie bei den aus den Vicia-Keimpflanzen dargestellten 
Produkten gleicher Art. krystallisirten Histidin- 
chlorid wurde eine Chlorbestimmung ausgefiihrt; die dabei 
gefundene Zahl entspricht dem von der Formel des Monochlor- 
hydrats geforderten Werth, wie aus folgenden Angaben zu 
ersehen ist: 

0,1220 g Substanz, iiber Schwefelsiiure getrocknet, gaben 0,0840 g Ag(Cl. 


Berechnet fir: Gefunden: 
C,H,N,O,, HCl +- H,O 
Cl 16,90 17.00 %o. 


In dem aus salzsauren Salz in bekannter Weise 
dargestellten Histidinsilber wurde eine Silberbestimmung 
mit folgendem Resultat ausgefiihrt: 

0,2000 ¢ Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0.1115 ¢ Ag. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,Ag,N,O, + H,O 
Ag 55,77 53,75 °/o. 


Das Arginin wurde, wie oben erwiihnt ist, zunichst in 
Form des Nitrats erhalten, das jedoch noch unrein war. [Das- 
selbe wurde in das Argininkupfernitrat tibergeftihrt, welches 
in der charakteristischen Form, niimlich in kugeligen, aus 
diinnen Prismen  bestehenden Agregaten dunkelblauer 
Farbe, krystallisirte. Die Krystalle schmolzen gleichzeitig mit 
einem Argininkupfernitratpriiparat anderer Herkunft (bei 112 
bis 113°). Die Bestimmung des Kupfergehalts der Verbindung 
gab folgendes Resultat: 

0.1785 g der iiber Chlorcalcium getrockneten Substanz gaben 0,0245 g CuO. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
(C,H,,N,O,), Cu (NO,), + 3 H,O 
Cu 10,77 10,96 %o. 


Das bei Zerlegung der Kupferverbindung durch Schwetel- 
wasserstoff erhaltene Nitrat besass das Aussehen des reinen 
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Argininnitrats und gab die fiir letzteres charakteristischen 
Reactionen. 

Das Lysin wurde in friiher schon beschriebener Weise 
in das Chloroplatinat tibergefiihrt: letzteres schied sich aus 
der mit Weingeist vermischten wiisserigen Lésung in roth- 
gelben Prismen aus, welche fast gleichzeitig mit einem als 
Vergleichsobject dienenden Lysinplatinchloridpriiparat anderer 
Herkunft schmolzen. In dem bei 120° getrockneten Salze 
wurde der Platingehalt mit folgendem Resultat bestimmt: 


1. 0,1968 g Substanz gaben 0,0690 ¢ Pt 


2. 0,2720 » > » 0,094) > >» 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,N,0,, 2 HCl, PtCl, 1 2 
Pt 35,03 35,00 34,56 


Was die Ausbeute an Hexonbasen betrifft, so lieferten 
600 ¢ des lufttrocknen Ausgangsmaterials ungefiihr 1,0 g Ar- 
gininnitrat, O,20 g Histidinchlorid und 0,50  Lysinchlorid. 
Doch kénnen diese Angaben schon deshalb nur als approxi- 
mative gelten, weil einerseits die genannten Produkte nicht 
in reinem Zustande gewogen wurden, andererseits aber nicht 
ganz unbetriichtliiche Antheile derselben in den Mutterlaugen 
verblieben sein kénnen. Die Ausbeute an Amidosiiuren (Roh- 
produkt) betrug 4,5g aus 900g lufttrockner Keimpflanzen; 
dass dieses Rohprodukt zum gréssten Theil aus Leucin bestand, 
kunn nicht zweifelhaft sein. Da die zerriebenen Keimpflanzen 
nur einmal mit Weingeist extrahirt worden sind, so ist an- 
zunehmen, dass die Amidosiiuren nicht vollstiindig in Losung 
gegangen sind (man vergl. die dariiber bei den Vicia-Keim- 
pilanzen gemachten Erfahrungen). 

Die Pflinzchen der zweiten Cultur wurden bis auf 
einen, ca. 4/5 vom Gewicht der ganzen Ernte betragenden 
Rest, tiber dessen Verwendung weiter unten Angaben folgen, 
in Weingeist geworfen und, nach liingerem Verweilen unter 
letzterem, vom weingeistigen Auszug getrennt und bei gelinder 
Wirme (20—25°) getrocknet; dann wurden sie fein zerrieben. 
Aus einem bei Behandlung dieses Materials mit kochendem 
Weingeist erhaltenen Extract liess sich Leucin isoliren. Zuerst 
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aus Wasser, dann aus einem Gemisch von Weingeist und 
Ammoniakfliissigkeit umkrystallisirt, bildete es glanzende Blitt- 
chen, die beim Erhitzen in Glasréhrchen sowie beim Versetzen 
ihrer heissen, wiisserigen Loésung mit Kupferacetat sich wie 
Leucin verhielten. Auch der beim Uebergiessen der Keim- 
pfllanzen mit kaltem Weingeist entstandene Auszug (vgl. oben) 
enthielt allem Anschein nach Leucin; doch standen der Isolirung 


des letzteren Schwierigkeiten entgegen, wahrscheinlich daraut 


beruhend, dass dieser Auszug auch viel Kohlenhydrat ent- 
hielt. 

Der in heissem Weingeist unlésliche Theil der getrock- 
neten Pfilinzchen wurde mit Wasser extrahirt, der Auszug. in 
der friiher schon beschriebenen Weise auf Hexonbasen unter- 
sucht. Letztere liessen sich ohne Schwierigkeit nachweisen. 
Ueber ihre Identificirung ist Folgendes anzugeben: Das aus 
dem Quecksilberchloridniederschlag gewonnere krystallisirte 
Histidinchlorid) besass das gewohnliche Aussehen: es wurde 
daraus in bekannter Weise Histidinsilber dargestellt. Die 
Silberbestimmung in dieser Verbindung gab folgendes Resultat: 

O.A950¢ Substanz (ber 100° getrocknet) gaben O,1085 ¢ Ag. 


serechnet fiir: Grefunden: 
C,H-Ag + H,O 
Ag 55,77 55,69 


Das Arginin wurde in das Argininkupfernitrat tiber- 
geliihrt. Diese Verbindnng krystallisirte aus der wiisserigen 
Losung in der gewoOhnlichen Form und schmolz gleichzeitig 
mit Argininkupfernitrat: anderer Herkunft. Die Kupferbestim- 
mung im lufttrocknen Salz gab folgendes Resultat: 


0.1890 ¢ Substanz gaben 0,0250 ¢ CuO. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
(C,H,,N,O,), Cu(NO,), 3 H,O 
Cu 10,77 10,57 


Das bei Zerlegung der Kupferverbindung mittelst Schwete!- 
wasserstoff erhaltene Nitrat stimmte im Aussehen und in det 
Reactionen Argininnitrat vollstiindig tiberein. 

Was den Nachweis des Lysins betrifft, so habe ich mich 
darauf besehriinkt, zu constatiren, dass neben Arginin unt 
Histidin noch eine Base vorhanden war, deren Chloroplatina! 
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im Aussehen und im Schmelzpunkt mit Lysinplatinchlorid 
iibereinstimmte. 


Die Ausbeute an Hexonbasen war ungefihr so gross, 
wie aus den Keimpflanzen der ersten Cultur. 

Wie schon oben erwihnt worden ist, wurde von den 
Pfliinzchen der zweiten Cultur ein Theil (ca. 4/5 des ganzen 
Quantums) nicht mit Alkohol tibergossen, sondern in anderer 
Weise behandelt. Diese Pflinzchen wurden in die Cotyledonen 
und die tibrigen Theile zerlegt, dann bei 50—60° getrocknet, 
zerrieben und mit Wasser extrahirt. Aus den Extracten suchte 
ich das Asparagin moglichst vollstiindig zu gewinnen, indem 
ich dasselbe durch Mercurinitrat ausfillte und aus den Nieder- 
schliigen in bekannter Weise isolirte. Die Cotyledonen lieferten 
nur ca. O,1°/0, die tibrigen Theile dagegen 2,0° 0 Krystalle. 
Daraus geht hervor, dass hier ebenso wie in den Lupinus- 
Keimpflanzen das Asparagin in den Cotyledonen in weit ge- 
ringerer Quantitét enthalten ist, als in den iibrigen Pflanzen- 
theilen. Den aus den Cotyledonen erhaltenen Krystallen war 
etwas Tyrosin beigemengt. Auch in einem zweiten, in der 
gleichen Weise ausgeftihrten Versuch lieferten die Cotyledonen 
Tyrosin; und zwar erhielt ich aus 80g des lufttrocknen 
Materials 0,03 ¢ der genannten Amidosiiure.') Demnach ent- 
hielten auch die Pfliinzchen dieser zweiten Cultur von Pisum 
sativum Tyrosin; und zwar fand sich dasselbe in den Coty- 
ledonen der Pfliinzchen vor, wiihrend ich es aus den iibrigen 
Pflanzentheilen nicht zu isoliren vermochte. 

Es sind hier nun noch die Resultate mitzutheilen, die 
ich bei Untersuchung der ungekeimten Erbsen-Samen auf 
Amidosiiuren und Hexonbasen erhielt. Ein Kilogramm der fein 
gepulverten Samen wurde mit kochendem Weingeist von 
ca. 92 Volumprocent extrahirt, der Auszug dann ganz ebenso 
behandelt, wie es bei den Keimpflanzen geschah. Ich erhielt 
eine syrupése Fliissigkeit, aus welcher ich auch nicht die 
geringste Menge von Amidosiiuren zu isoliren vermochte. 

1) Die Substanz gab die Hoffmann’sche und die Piria’sche 
Tyrosin-Reaction; sie liste sich leicht in Ammoniakfliissigkeit und schied 
sich beim Verdunsten der Lésung in der gewohnlichen Form aus. 
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Von dem in Weingeist unléslichen Theil der Samen 
wurden ca. 600g mit schwach erwirmtem Wasser extrahirt, 
der Auszug sodann in bekannter Weise auf Hexonbasen unter- 
sucht. Dabei erhielt ich nur einen kleinen Phosphorwolfram- 
siiureniederschlag. Die bei Zerlegung dieses Niederschlags 
mit Barytwasser erhaltene Basenlésung gab mit Quecksilber- 
chlorid nur eine schwache Triibung; Histidin konnte darin 
also nur in Spuren enthalten sein. Die vom Quecksilberchlorid- 
Niederschlage abfiltrirte Fliissigkeit wurde sodann nach Kossel's 
Verfahren auf Arginin: gepriift. Der durch Silbernitrat) und 
Baryt erhaltene braune Niederschlag lieferte bei der Zerlegung 
durch Schwefelwasserstoff eine Fliissigkeit, die zur Neutrali- 
sation nur weniger Tropfen verdiinnter Salpetersiiure bedurfte, 
Einengen dieser Fliissigkeit im Wasserbade erhielt ich 
eine sehr geringe Quantitiit eines Syrups, welcher auch bet 
wochenlangem Stehen keine Krystalle absetzte. Ich vermochte 
also aus dem Extract weder Histidin noch Arginin zu tsoliren, 
Der zuletzt. erwiihnte Syrup gab mit) Kallumquecksilberjodid 
und Natronlauge in geringer Menge eine weisse Fillung, wie 
sie die Argininverbindungen geben: es ist also moglich, dass 
dieser Syrup Arginin in Spuren enthielt. 


C. Versuche mit Lupinus albus. 


Nachdem E. Belzung!) in 8tiigigen Keimpflanzen von 
Lupinus albus Leucin in reichlicher Menge gefunden hatte, 
habe ich Keimpflanzen der gleichen Lupinus-Art) mehrmatls 
untersucht. Zuerst experimentirte ich?) mit 10tiégigen Ptlinz- 
chen, welche im Zimmer bei ziemlich schwacher Beleuchtung 
in Sand bei einer Temperatur von 22—23° gewachsen waren. 
Aus den Axenorganen dieser Pfliinzchen — aus denjenigen 
Theilen also, die ich bis dahin bei den Lupinus-Keimpflanzen 
besonders reich an Amidosiiuren gefunden hatte — suchte 
ich Leucin darzustellen, konnte aber nur Phenylalanin und 


1) Annales des sciences naturelles, 7@ série, Botanique, T. XV, 
p. 203, 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 313—317. 
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Amidovaleriansaure isoliren. Spiter untersuchte ich') die 
Axenorgane 21 2wo6chentlicher etiolirter Keimpflanzen; auch 
aus diesen konnte ich nur Phenylalanin und Amidovale- 
riansiiure isoliren. Dagegen erhielt ich Leucin neben Amido- 
valeriansiiure aus den Axenorganen 14tiigiger im Freien in 
Sand gewachsener Keimpflanzen.*) Auch aus den Cotyledonen 
dieser letzteren Pflanzen konnte ich Amidosiiuren (wahrschein- 
lich ein Gemenge von Leucin und Amidovaleriansiiure) dar- 
stellen. Das diesen normalen Keimpflanzen  erhaltene 
Resultat bestitigt also die Angabe Belzung’s tiber das Vor- 
kommen von Leucin bei Lupinus albus. 

Die Cotvledonen der 2wochentlichen etiolirten Keim- 
pllanzen untersuchte ich auf Arginin, und zwar nach dem- 
jenigen) Verfahren, das mir zum Nachweis dieser Base in 
anderen Objecten gedient hatte. Ich erlielt jedoch ein ganz 
negatives Resultat. Da es moéglich ist, dass bei Anwendung 
dieses Verfahrens kleine Argininmengen dem Nachweis— ent- 
vehen, so benutzte ich zur Priifung auf Arginin. spiiter noch 
die schiirfere Methode, die wir den Forschungen Kossel’s 
verdanken. Als Object verwendete ich 14 tiigige normale Keim- 
pilanzen von Lupinus albus, die in fruchtbarer Erde gewachsen 
waren. Ein Extract aus 200 ¢ der lufttrocknen Cotyledonen 
und der lufttrocknen Stengel wurde in der in dieser 
Abhandlung wiederholt) schon beschriebenen Methode  ver- 
urbeitet. Aus der bei Zerlegung des Phosphorwolframsiure- 
niederschlags durch Baryt erhaltenen Basenlosung suchte ich 
zuniichst durch Fiillung mit Quecksilberchlorid Histidin zu 
gewinnen, erhielt dabei aber nur eine ganz schwache Triibung. 
Aus der filtrirten Fliissigkeit wurden das Quecksilber und die 
Salzsiiure entfernt: dann suchte ich durch Fillung mit Silber- 
nitrat und Barvtwasser Arginin zur Abscheidung zu bringen. 
Die bei Zerlegung des braunen Niederschlags mit Hiilfe von 


1) Ebendaselbst, Bd. XXII, 8S. 421-424. 

2) Es muss hier bemerkt werden, dass diese Pflinzchen, obwohl 
sie cin Alter von 14 Tagen besassen, doch nicht weit entwickelt waren; 
sie waren, wahrscheinlich in Folge der Temperaturverhaltnisse, langsam 


gewachsen und hatten nur je ein Blittchenpaar entwickelt. 
18* 


Schwefelwasserstoff erhaltene, schwach alkalisch reagirende 
Fliissigkeit wurde mit Salpetersiure neutralisirt und nun im 
Wasserbade auf ein ganz kleines Volumen eingeengt. Sie 
lieferte auch bei lingerem Stehen keine Krystalle von Arginin- 
nitrat. Nach den Reactionen, welche diese Fliissigkeit gab, 
enthielt sie eine geringe Menge von organischen Basen: doch 
waren die Reactionen nicht solcher Art, dass auf das Vor- 
handenseiy von Arginin geschlossen werden konnte. Diese 
Base fehlte also in dem untersuchten Object entweder  voll- 
stiindig, oder war doch nur in minimaler Menge vorhanden. 

Es war nun festzustellen, welche Stickstoffverbindungen 
sich bei Lupinus albus in Keimpflanzen von geringerem Alter 
finden. Auf meine Veranlassung untersuchte N. Wassilieff?) 
in meinem Laboratorium 6—7 tiigige Keimpflanzen, welche in 
Flusssand im Zimmer bei ziemlich schwacher Beleuchtung 
gezogen worden waren. Aus den Cotyledonen dieser Pfliinz- 
chen liessen sich Asparagin, Leucin, Tyrosin, Arginin 
und Histidin darstellen (das Vorhandensein yon Lysin wurde 
wenigstens wahrscheinlich gemacht): die tibrigen Theile (Axen- 
organe) der Pflanzchen leferten Asparagin und Leucin: 
auch Amidovaleriansiiture und Phenvlalanin schienen 
vorhanden zu sein (das Amidosiiure-Gemenge lieferte ber der 
Oxydation mit Kaliumbichromat und Schwefelsiure eine kleine 
Quantitiit von Benzoesiiure). Von den Amidosiiuren war 
Leucin in grosster Menge vorhanden (die Cotyledonen lieferten 
fast 1/2°/o Roh-Leucin). Tyrosin liess sich nur in sehr kleiner 
Quantitét gewinnen. Die Ausbeute an Arginin betrug ungefiilir 
03° der Cotyledonen-Trockensubstanz, 

Spiiter habe ich noch 6tigige im Freien in fruchtbarer 
Erde gezogene Keimpflanzen der gleichen Lupinus-Art unter- 
sucht, welche einem noch etwas jiingeren Vegetationsstadium 
angehorten, als die von Wassilieff untersuchten Pfliinzchen: 
bei denselben betrug das Trockengewicht der Cotyledonen 
fast vier Mal so viel, als dasjenige der iibrigen Pflanzen- 


1) Kine ausfiihrliche Mittheilung iiber diese Untersuchung wird 
von N. Wassilieff in den « Landwirthsch. Versuchsstationen» verOffeni- 
licht werden. 
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theile.!) Von den lufttrocknen fein zerriebenen Cotyledonen 
wurde ein Quantum von ca. 600 g einmal mit Weingeist von 
ca. 92 Volumprocent ausgekocht. Der weingeistige Auszug lieferte 
ungefiihr 2'/2 Amidosiéuren (Rohprodukt, tiber Schwefelsaiure 
getrocknet). Beim Auflésen dieses Produktes in einem Gemisch 
yon kochendem Alkohol und etwas Ammoniakfliissigkeit blieb 
ein in diesem Losungsmittel schwer loslicher Riickstand, der 
sich auch in kaltem Wasser nur wenig lOste: sein Gewicht 
betrug nach der Behandlung mit kaltem Wasser fast 0,1 g. 
Er erwies sich als Tyrosin. Er l6ste sich leicht in wisse- 
riger Ammoniakfliissigkeit. Die Losung lieferte beim Ver- 
dunsten feine Krystallnadeln. Die Substanz gab sowohl die 
Hoffmann’sche als die Piria’sche Tyrosin-Reaction. Die 
vom Tyrosin abfiltrirte weingeistig-ammoniakalische LOsung 
wurde tiber Schwetelsiiure gestellt, bis das Ammoniak sich 
verfliichtigt hatte, die in der Fliissigkeit ausgeschiedene Sub- 
stanz sodann noch einmal aus einem Gemisch von Alkohol 
und Ammoniakfliissigkeit umkrystallisirt. Das Produkt zeigte 
nun Aussehen und Verhalten des Leucins. Es verfliichtigte 
sich im GlasrOhrchen unter bildung eines weissen wolligen 
Sublimats: seine wiisserige Lo6sung gab Erhitzen mit 
Kupferacetat eine dem Leucinkupfer gleichende Ausschei- 
dung, deren Kupfergehalt der Formel dieser Kupferverbindung 
entsprach, wie aus folgenden Angaben zu ersehen ist : 
1. 0.1610 g Substanz gaben 0,0394 g CuO. 


2. 0.1970 » > >» O0485 » » 
Berechnet fiir: Gefunden: 
1 2 

Cu 19.66 19,56 19.66° 


Den bei einmaliger Extraction der gepulverten Keim- 
pilanzen mit Weingeist verbliebenen Riickstand untersuchte auf 
meinen Wunsch Hr. Dr. S. Posternak in meinem Laborato- 
rium auf Hexonbasen. Jener Riickstand wurde mit Wasser 
extrahirt, der Auszug nach Entfernung der durch Gerbsiiure 

1, Bei den von Wassilieff untersuchten Pflinzchen verhielt sich 
dagegen das Trockengewicht der Cotyledonen zu demjenigen der iibrigen 
Theile ungefiihr == 60: 40. 


und Bleiessig fiillbaren Stoffe mit Phosphorwolframsiiure ver- 
setzt, der dadurch erzeugte Niederschlag Barythydrat 
zerlegt. Aus dem Niederschlage, welcher in) der zuvor mit 
Kohlensiiure gesiittigten Basenlésung durch Quecksilberchlorid 
hervorgebracht wurde, liess sich eine im = Aussehen dem 
Histidinchlorid gleichende Substanz in Krystallen isoliren, 
Das aus diesem Chlorid durch Umsetzung mittelst Silbernitrat 
erhaltene Nitrat gab mit Silbernitrat und Ammoniak eine 
weisse, dem Histidinsilber gleichende Fiillung. Aus dem Filtrat 
vom Quecksilberchloridniederschlage wurde, nach Entfernung 
des Queeksilbers und der Salzsiiure, das Arginin= durch 
Silbernitrat und Barvtwasser gefillt: es wurde spiter in be- 
kannter Weise in das Argininkupfernitrat tibergefiihrt, 
welches aus der wiisserigen L6sung in der gewObnlichen Form 
(in kugligen, aus diinnen Prismen bestehenden, dunkelblauen 
Aggregaten) krystallisirte. Der Schmelzpunkt dieser Krystalle 
stimmte mit demjenigen des Argininkupfernitrats anderer Her- 
kunft tiberein. Die nach Entfernung des Histidins und des 
Arginins noch iibrig gebliebenen Basen wurden durch Pikrin- 
siiure ausgefiillt. Die Pikrate zerlegte man in drel Fractionen. 
Die erste Fraction bestand aus harten gelben Krystallen, die 
zweite aus iihnlichen Krystallen, denen jedoch braunlich rothe 
Krystallaggregate beigemengt waren: diese beiden Fractionen 
lieferten bei der Verarbeitung kein Lysinplatinchlorid 
gleichendes Chloroplatinat. Die dritte Fraction bildete einen 
Syrup, der sich auf Zusatz von absolutem Alkohol in- einen 
Krystallbrei verwandelte. Das durch Aufstreichen auf eine 
Thonplatte von der Mutterlauge befreite sodann aus 
Wasser umcrystallisirte Produkt bestand aus hellgelben, zarten 
Bliittchen. Es wurde durch Schiitteln mit Salzsiiure und Aether 
zerlegt. Die wiisserige Losung lieferte beim Verdunsten ein 
Chlorhydrat, das sich im Methylalkohol unter Hinterlassung 
eines geringen Riickstandes liste. Die wisserige Losung dieses 
Chlorhydrats wurde mit Platinchlorid und absolutem Alkolho! 
versetzt, wobei ein an Quantitiit sehr geringer Niederschilag 
sich ausschied. Aus der davon abfiltrirten Losung schieden 
sich nach mehrtiigigem Stehen 1 cm. lange, rothgelbe, pris 
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matische Krystalle aus, die im Aussehen mit Lysinplatinchlorid 
iibereinstimmten. Sie schmolzen gleichzeitig mit einer Probe 
von Lysinplatinchlorid. Daraus ist zu schliessen, dass die dritte 
Fraction der Pikrate aus Lysinpikrat bestand. 

Die Ausbeute an Argininnitrat aus 600 g_ lufttrockner 
Cotvledonen betrug ca. 1,8 g.; Histidin und Lysin wurden nur in 
sehr kleinen Quantitiiten erhalten. 

Die nach dem Abtrennen der Cotyledonen iibrig geblie- 
benen Theile dieser Keimpflanzen wurden nur auf Amido- 
siiuren untersucht. Ein mit kochendem 92°/oigen Wein- 
geist hergestellter Auszug aus 350 g des lufttrockenen Mate- 
rials lieferte ca. 2 g Amidosiiure (Rohprodukt). Letztere 
wurden dreimal aus einem Gemisch von Weingeist und Am- 
moniakfliissigkeit, dann noch einmal aus verdiinntem Weingeist 
umkrystallisirt. Das so erhaltene Produkt bestand aus weissen, 
gliinzenden Krystallblattchen und zeigte das Verhalten der 
Amidovaleriansiiure: es verfliichtete sich beim) Erhitzen 
im GlasrOhrehen unter Bildhe eines weissen Sublimats: seine 
wiisserige Losung gab beim Erhitzen mit Kupfernitrat keine 
Ausscheidung. Zur Darstellung einer Kupferverbindung wurde 
die wiisserige Losung der Krystalle in der Wirme mit Kupfer- 
oxydhydrat gesattigt, dann filtrirt und im Wasserbade eingeengt, 
wobe1 die Kupferverbindung sich in blauen Krystallen ausschied. 
Die Kupferbestimmung gab ein Resultat, welches der Annahme 
entspricht, dass amidovaleriansaures Kupfer vorlag : 


0.1545 g Substanz (bei 100—105° getrocknet) geben 0,0412 g CuO 


Berechnet fiir : Gefunden : 
Cu 21,49 21.30 %/o. 


Es ist modglich, dass neben Amidovaleriansiiure im Roh- 
produkt auch etwas Leucin sich vorfand und dass dasselbe 
beim Umkrystallisiren jenes Produktes in die Mutterlaugen 
iiberging. Fiir das Vorhandensein einer geringen Menge von 
Phenylalanin scheint der Umstand zu sprechen, dass die beim 
Kindunsten der Mutterlaugen erhaltene Substanz bei der Oxy- 
dation mit Kaliumbichromat und Schwefelsiiure eine Fliissigkeit 
lieferte, aus welcher beim Verdunsten einige im Aussehen der 
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Benzoesiiure gleichende, schwer lOsliche Krystallbliittchen sich 
ausschieden. 

Wie aus den im Vorigen gemachten Mittheilungen zu 
ersehen ist, lieferten die beiden Culturen 6—7 tigiger Keim- 
pflanzen von Lupinus albus, von denen die eine im Zimmer 
in Sand, die zweite im Freien in fruchtbarer Erde gezogen 
war, bei der Untersuchung im Wesentlichen die gleichen 
Resultate. In den Cotyledonen fanden sich (neben Asparagin) 
Leucin, Tyrosin und Hexonbasen vor; die tibrigen Pflan- 
zentheile lieferten ein Amidosiiuren-Gemenge, in welchem neben 
Amidovaleriansiiure wahrscheinlich Leucin und Phenylalanin 
vorhanden waren. 


D. Versuche mit Lupinus luteus. 


Etiolirte 2—3wochentliche Keimpflanzen von Lupinus 
luteus sind, wie aus unseren Abhandlungen zu ersehen ist, 
wiederholt) von uns untersucht worden. Neben Asparagin 
fanden wir darin Arginin in betriichtlicher Menge, spiiler 
auch Histidin und Lysin,!) ferner Phenylalanin und 
Amidovaleriansiure. Leucin und Tyrosin fehlten in 
solchen) Keimpflanzen) wahrscheinlich nicht ganz vollstindig, 
doch gelang es nicht, sie daraus zu isoliren -— abgesehen 
davon, dass ich einmal aus den Cotyledonen in sehr geringer 
Quantitiit eine Substanz erhielt, deren Identitéit mit Leucin 
wenigstens ftir wahrscheinlich erklirt werden konnte. 

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen stehen die Resul- 
tate von Beobaehtungen, die ich an ganz jungen Keimpflanzen 
der gleichen Lupinus-Art machte. Aus den Cotyledonen von 
Gtigigen Pfliinzchen konnte ich leicht Leuein isoliren, as 
den Cotyledonen von nur wenig iilteren Pfliinzchen Leucin 
und Tyrosin.?) Amidovaleriansiiure und Phenylalanin erhicl! 
ich dagegen nicht aus diesen Cotyledonen; doch schien man 
auf das Vorhandensein einer sehr geringen Quantitét der 
zuletzt. genannten Amidosiiure aus der Thatsache schliessen 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 465. 
2) Ebendaselbst, Bd. XXIV, S. 106—108. 
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zu kOnnen, dass wenigstens in meinem Falle das Amido- 
siiuren-Gemenge bei der Oxydation ein wenig Benzoesiiure 
lieferte. 

Es schien mir wiinschenswerth, ganz junge Keimpflanzen 
von Lupinus luteus noch einmal, und zwar noch vollstiindiger, 
auf ihre stickstoffhaltigen Bestandtheile zu untersuchen und 
zum Vergleich altere Pfliinzchen, welche unter Benutzung des 
sleichen Samens und unter ganz gleichen Versuchsbedingungen 
gezogen waren, in Untersuchung zu nehmen. Ich verfolgte 
dabei insbesondere noch den Zweck, einen vollstiindigeren 
Ueberblick tiber die Vertheilung der krystallisirbaren Stickstoff- 
verbindungen auf die verschiedenen Theile der Pflinzchen zu 
gewinnen. 

Die Keimpflanzen, die mir als Material fiir diese Unter- 
suchung gedient haben, wurden in einem verdunkelten Zimmer 
in Flusssand bei einer Temperatur von 18—20° C. gezogen. 
Sie wurden theils nach 6—7tiigiger, theils nach 14 —1bdtiigiger 
Vegetationsdauer geerntet. Die Cotyledonen und die iibrigen 
Theile der Pflinzchen wurden getrennt untersucht. 


a) 6—7Ttigige Keimpflanzen. 

Diese Keimpflanzen hatten sich rasch entwickelt, wie 
daraus hervorgeht, dass trotz ihres geringen Alters das Trocken- 
gewicht ihrer Cotyledonen sich zum = Trockengewicht der 
librigen Theile wie 100: 63 verhielt. 

Wir behandelten 270 g¢ der getrockneten und dann fein 
zerriebenen Cotyledonen mit kochendem Weingeist von ca. 
42 Volumprocent. Den durch Filtration und Nachwaschen mit 
Weingeist vom Ungelésten getrennten Auszug verarbeitete ich 
in bekannter Weise auf Amidosiiuren. Das dabei erhaltene 
Priiparat, dessen Gewicht nach dem Trocknen iiber Schwefel- 
sire 1,60 g betrug, wurde zweimal aus einem Gemisch von 
Alkohol und) Ammoniakfliissigkeit umkrystallisirt. Es zeigte 
tun Aussehen und Verhalten des Leucins. Beim  Erhitzen 
im Glasréhrchen vertliichtigte es sich unter Bildung eines 
Weissen wolligen Sublimats; es lOste sich nicht in einer ge- 
sitligten wisserigen Leucinlésung; in wiisseriger LOsung mit 
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Kupferacetat erhitzt, lieferte es eine Leucinkupfer 
gleichende Ausscheidung. Wie aus weiter oben schon gemachten 
Mittheilungen hervorgeht, ist aus diesen Erscheinungen zu 
schliessen, dass die vorliegende Substanz Leucin war und 
dass letzterem Amidovaleriansiiure und Phenylalanin héchstens 
in Spuren beigemengt sein konnten. Wire Amidovalerian- 
siiure in erheblicher Menge vorhanden gewesen, so. wiirde 
das Priiparat mit Kupferacetat keine Ausscheidung von Leucin- 
kupfer gegeben haben; eine erhebliche Beimengung von 
Phenylalanin hitte sich beim Erhitzen der Substanz im Rohr- 
chen zu erkennen gegeben. Das Rohprodukt schloss aber 
wahrscheinlich eine ganz kleine Menge von Phenylalanin ein: 
denn die aus den Mutterlaugen von den Leucinkrystallen beim 
Verdunsten gewonnene Substanz lieferte bet der Oxydation 
mit Kaliumbichromat und Schwefelsiéiure in sehr geringer 
Quantitiit ein Produkt, welches Aussehen und Verhalten der 
Benzoesiure zeigte. 

Aus den Cotvledonen der einwéchentlichen Keimpflanzen 
von Lupinus luteus konnte ich also auch in’ diesem Falle 
ebenso wie in zwei friiher von mir beschriebenen Versuchen,’) 
Leucin tsoliren. Tyrosin, welches in einem der friiheren 
Versuche neben Leucin geringer Menge isolirt werden 
konnte, vermochte ich in diesem Falle nicht zu gewinnen: doch 
gab das Rohleucin mit Millon’schem Reagens Tyrosin-heuac- 
tion. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass die [solirung 
von Tyrosin gelungen wiire, wenn ich, statt 270 g, ein grosseres 
Quantum von Cotyledonen hiitte verarbeiten konnen. 

Den bei der Behandlung mit heissem Weingeist ungelos! 
gebliebenen Theil der Cotyledonen extrahirte ich mit heissem 
Wasser. Aus dem durch Eindunsten auf ein geringes Volumen 
gebrachten Auszug krystallisirte Asparagin; ich erhielt davon 
11,9 (wasserfrei in Rechnung gestellt) = der lult- 
trockenen Cotyledonen. Die von den Krystallen  getrennte 
Mutterlauge wurde mit Wasser verdiinnt, von den durch Gerb- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 106—108. 
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siiure und durch Bleiessig fillbaren Stoffen befreit und sodann 
mit Mercurinitrat versetzt. Den durch dieses Reagens hervor- 
gebrachten Niederschlag zersetzte ich, nach dem Abfiltriren 
und Auswaschen, durch Schwefelwasserstoff, befreite die vom 
Schwefelquecksilber abfiltrirte Fliissigkeit von Schwefelwasser- 
stoff und fiigte ihr dann Phosphorwolframsiiure zu. Der durch 
letztere erzeugte Niederschlag wurde in bekannter Weise ver- 
arbeitet. Aus der dabei erhaltenen BasenlOsung konnte ich Histi- 
din und Arginin isoliren (auf Lysin wurde nicht gepriift). 
Das Histidin wurde durch Fiillung mit Quecksilberchlorid aus 
der mit Kohlensiiure gesiittigten Basenl6sung zur Abscheidung 
gebracht und durch eine von Herrn Prof. U. Grubenmann 
auf meine Bitte ausgefiihrte krystallographische Untersuchung 
des salzsauren Salzes identificirt. Aus dem Filtrat vom Queck- 
silberchloridniederschlag entfernte ich das Quecksilber durch 
Einleiten von Schwefelwasserstoff, sodann die Salzsiiure durch 
Zusatz von Silbernitrat; das Filtrat wurde mit Salpetersiiure 
genau neutralisirté und nun zum diinnen Syrup  eingedunstet. 
Aus letzterem krystallisirte bald Argininnitrat: ich erhielt 
davon 21/2 g. Es wurde durch Erhitzen seiner wiisserigen LOsung 
mit Kupferoxydhxdrat in die Kupferverbindung tibergefiihrt, 
welche in den charakteristischen, aus feinen dunkelblauen 
Prismen bestehenden, kugligen Aggregaten krystallisirte. Zur 
Identificirung des Arginins analytische Bestimmungen auszu- 
fiitren, erschien in diesem Falle nicht nothig. 

Spiiter habe ich noch die Cotyledonen einer zweiten, 
nur wenig iilteren Cultur solcher Pflinzchen auf Hexonbasen 
untersucht. Auch dieses Material wurde zundchst mit kochen- 
dem Weingeist behandelt, der dabei verbliebene Riickstand 
sodann mit Wasser extrahirt. Die Verarbeitung dieses Aus- 
zuges und die Trennung der darin enthaltenen Hexonbasen 
geschah so, wie es oben bei Beschreibung der an Vicia sativa 
und Pisum sativum angestellten Versuche angegeben worden 
ist. Der Quecksilberchloridniederschlag lieferte Krystalle von 
Histidinchlorid, in denen eine Chlorbestimmung mit folgendem 
Kesultat ausgefiihrt wurde : 

0,1590 g Substanz gaben 0,1065 g AgC). 
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Berechnet fiir: Gefunden : 
C,H,N,O,, HCl + H,O 
Cl 16,90 16,56 °/o. 


Das nach bekannter Methode daraus dargestellte Histi- 
dinsilber gab bei der Analyse folgendes Resultat : 
0,2078 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1428 g Ag. 


Berechnet fiir: Gefunden : 
C,H,Ag,N,O, + H,O 
Ag 55,77 Jo. 


Das Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlage lieferte 
Arginin in bedeutender Menge; letzteres wurde zunichst in 
das Nitrat, dann in die Kupfernitratverbindnng tibergefiihrt; 
diese Verbindung krystallisirte aus der wisserigen Losung in 
der gewohnlichen Form. 

Das Lysin wurde durch Pikrinsiure gefullt, aus dem 
Pikrat sodann durch Schiitteln mit Salzséure und Aether in 
das Chlorhydrat iibergefiihrt. Letzteres lOste ich zur Reinigung 
in Methylalkohol. Das beim Verdunsten der so gewonnenen 
LOsung zuriickbleibende Salz war indessen noch kein reines 
Lysinchlorid. Doch gelang es, daraus ein dem Lysinplatinchlorid 
gleichendes Chloroplatinat darzustellen. Letzteres schied sich 
aus der mit viel Weingeist versetzten wiisserigen Losung’') 
in rothgelben Prismen aus, welche gleichzeitig mit einer Probe 
vom Lysinplatinchlorid) schmolzen, Platinbestimmung 
in der zuerst bei 100°, dann bei 125° getrockneten Substanz 
gab folgendes Resultat: 


0,2078 g Substanz gaben 0,0723 g Pt. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,N,O,, 2HCl, PtCl, 
Pt 35,00 34,79 


Die Ausbeute an Arginin war in diesem Falle ungefilir 
doppelt so gross, wie in dem vorher beschriebenen Versuch: 
Histidin und Lysin erhielt ich nur in kleinen Quantitiéten. 

Die nach dem Abtrennen der Cotyledonen tibrig geblic- 
benen Theile der Keimpflanzen, im Gewicht von 170 ¢ 

1) Kin beim Vermischen der wiisserigen Liésung mit Weingeist 
sofort sich ausscheidendes Chloroplatinat wurde durch Filtration entfernt. 
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(lufttrocken) wurden mit heissem Weingeist von ca. 92 Volum- 
procent behandelt, der Auszug in bekannter Weise auf Amido- 
siiuren verarbeitet. Aus dem dabei erhaltenen Priiparat, dessen 
Gewicht nach dem Trocknen’ iiber Schwefelsiiture 215 g 
betrug, konnte ich diejenigen Amidosiiuren isoliren, die ich 
stets auch aus den iilteren  etiolirten Keimpflanzen von 
Lupinus luteus erhalten habe, niimlich Phenylalanin und 
Amidovaleriansiure. Die Trennung und Reinigung der- 
selben geschah nach dem wiederholt von mir beschriebenen 
Verfahren. Das Phenylalanin krystallisirte, wie bei friiheren 
Darstellungen, aus einer concentrirten Lésung in der Wiirme 
in gliinzenden blittchen, aus verdiinnten Loésungen in weissen 
feinen Prismen, es zeigte beim Erhitzen im Glasréhrchen das 
charakteristische, von mir wiederholt beschriebene Verhalten 
(Bildung von Phenyliithvlamin und Phenyllactimid): auch 
habe ich constatirt, dasses beim Erhitzen mit Kaliumbichromat 
und Schwefelsiiure Benzoesiiure lieferte. Die Amidovalerian- 
siure bildete nach mehrmaligem Umkrystallisiren kleine 
eliinzende Bliittchen, die sich beim Erhitzen im Glasr6hrchen 
unter Bildung eines weissen Sublimats verfliichtigten: 
wiisseriger Losung mit Kupferacetat erhitzt, gaben sie keine 
Ausscheidung (Unterschied von Leucin): sie lésten sich leicht 
in einer gesiittigten wiisserigen Leucinldsung. Leucin konnte 
aus diesem Object nicht isolirt werden, war aber doch 
vielleicht in geringer Menge vorhanden. 

Der in Weingeist unlésliche Theil der Axenorgane enthielt 
Asparagin in sehr betriichtlicher Quantitaét. Die Ausbeute 
daran betrug 19,7 °/o der lufttrocknen Axenorgane. 

Den in Weingeist unlédslichen Theil der Axenorgane 
habe ich auch noch auf Arginin und Histidin untersucht, und 
zwar dienten mir dazu Axenorgane von zwei verschiedenen, 
im Alter fast gleichen Culturen; das Gewicht derselben 
betrug nach der Extraction mit Weingeist ungefiihr 250 g. 
Den Extract behandelte ich in der gewohnlichen Weise. 
Die bei Zerlegung des  Phosphorwolframsiiureniederschlags 
erhaltene Basenlésung gab mit Quecksilberchlorid einen 
Niederschlag. Die bei Zerlegung dieses Niederschlags mit 
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Schwefelwasserstoff erhaltene Fliissigkeit gab Ver- 
dunsten keine Krystalle von Histidinchlorid, doch liess. sich 
daraus eine dem Histidinsilber gleichende Verbindung darstellen. 
Der Silbergehalt dieser Verbindung betrug 53,6 °/o, wahrend 
die Formel des Histidinsilbers 55,77°/o Ag verlangt. Das 
Wahrscheinlichste ist, dass unreines Histidinsilber vorlag. Aus 
dem Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlag liess sich durch 
Ausfiillung mit Silbernitrat und Barytwasser in sehr kleiner 
Menge eine Base abscheiden, deren Nitrat im Aussehen mil 
Argininnitrat iibereinstimmte. Die daraus dargestellte Kupfer- 
verbindung glich im Aussehen dem Argininkupfernitrat, besass 
aber einen um 3—%° niedrigeren Schmelzpunkt. Das bei 
Zerlegung dieser Kupferverbindung mittelst —Schwefelwasser- 
stolf erhaltene Nitrat gab die Reactionen des Argininnitrats. 
Ich bezweifle nicht, dass die vorgefundene Base Arginin war : 
doch lag dasselbe offenbar nicht in ganz reinem Zustand vor. 
Kine Stiitze fiir die Annahme, dass hier in der That) Histidin 
und Arginin in’ kleinen Quantitiiten sich vorfanden, Ist auch 
in der Thatsache zu finden, dass in den Axenorganen der 
iilteren Keimptlanzen gleicher Art (vgl w. u.) diese beiden 
Basen bestimmt nachgewiesen werden konnten. 

Wie aus den im Vorigen gemachten Angaben zu ersehen 
ist, vermochte ich aus den 6—7 tiigigen Keimpflanzen As pa- 
ragin, Leucin, Amidovaleriansiure, Phenylalanin, 
Arginin, Histidin und Lysin zu isoliren. Das in anderen 
Culturen gleicher Art nachweisbare Tyrosin war auch hier 
vermuthlich sehr kleiner Menge vorhanden, denn das 
Rohleucin gab mit Millon’schem  Reagens Tyrosinreaction. 
Auf die ungleiche Vertheilung der im Vorigen genannten 
Stickstoffverbindungen auf die Cotyledonen und die Axenor- 
gane werde ich weiter unten noch zuriickkommen. 


b) 14—15 tagige Keimpflanzen. 


Bei diesen Pflanzen betrug das Trockengewicht der 
Cotyledonen ungefiihr ebenso viel als dasjenige der itibrigen 


Pflanzentheile. 
Die fein zerriebenen Cotyledonen, im Gewicht von 485 ¢ 
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lufttrocken) wurden mit kochendem Weingeist behandelt, der 
Extract in bekannter Weise auf Amidosiiuren verarbeitet. 
Ich erhielt dabei nur ca. 1 g eines Priiparates, welches auch 
etwas Asparagin einschloss. Letzteres blieb  griésstentheils 
zuriick, als das Priiparat in der Wiirme mit einem Gemisch 
yon absolutem Alkohol und etwas Ammoniakfliissigkeit be- 
handelt wurde. Beim Verdunsten der filtrirten Losung wurde 
ein Produkt gewonnen, welches ohne Zweifel ein Gemenge 
mehrerer Amidosiiuren war. Eine Trennung derselben  liess 
sich nicht ausfiihren, da die Quantitiit des Produktes nur 
sehr gering war, Tyrosin liess sich darin nicht nachweisen ; 
gesetzt, dass Leucin vorhanden war, so kann doch die 
Menge desselben nur eine iiusserst geringe sein. 

Der bei der Behandlung mit heissem Weingeist ungelost 
eebliebene Theil der Cotyledonen lieferte Arginin in grosser 
Menge: daneben wurden kleine Quantitiiten von Histidin 
und Lysin nachgewiesen. Eine Mittheilung tiber diesen Theil 
der Versuche habe ich friiher schon gemacht: ich verweise 
auf die betreffende Publication.?) 

Die nach dem Abtrennen der Cotyledonen tibrig gebliebenen 
Pilanzentheile (hypocotyles Glied, Wurzel ete.) wurden getrocknet 
und fein zerieben, sodann mit kochendem 92°/o igen Wein- 
geist extrahirt. Der Auszug, gewonnen aus 475 g lufttrockenen 
Materials, lieferte ungefiihr 10 g Amidosiduren (Rohprodukt). 
Dieses Produkt, aus welchem Tyrosin nicht isolirt werden 
konnte, wurde zweimal aus einem Gemisch von Weingeist 
und Ammoniakfliissigkeit umkrystallisirt: dann wurde seine 
Wisserige Losung mit Kupferoxydhydrat erhitzt, wobei eine 
Kupferverbindung sich ausschied. Letztere lieferte bei der 
Zevlegung mittelst Schwefelwasserstoff unreines Phenylalanin, 
welches sodann durch mehrmalige Fiillung mit Kupferacetat 
gereinigt wurde. Es zeigte die fiir diese Amidosiure friiher 
von mir angegebenen Eigenschaften. Seine Kupferverbindung 
bestand aus blassblauen Krystallschuppen. Eine in dieser 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 465. 
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Verbindung  ausgefiihrte Kupferbestimmung gab folgendes 
Resultat. 
0,2595 g Substanz gaben 0,0525 g CuO. 
Berechnet fiir: Gefunden : 
(CgH,,NO,),Cu 


Cu 16,23 16,17 %,. 


Es ist nicht unwahrscheinlich, dass dem Phenylalanin 
vor der Reinigung etwas Leucin beigemengt war: denn auch 
Leucin kann durch Kupferoxydhydrat  gefallt) werden, 
obwohl es freilich durch letzteres sowohl wie durch Kupfer- 
acetat aus  unreiner Losung  schwieriger niedergeschlagen 
wird, als Phenylalanin. Ich versuchte daher aus den Fliissig- 
keiten, welche von dem reineren, durch Zusatz von Kupfer- 
acetat gefiillten, Phenylalaninkupfer abfiltrirt worden waren, 
Leucin zu gewinnen, indem ich diese Fliissigkeiten nach 
Entfernung des Kupfers eindunstete und den Verdampfungs- 
riickstand aus einem Gemisch von Weingeist und Ammoniak- 
fliissigkeit umkrystallisirte. Auf diesem Wege erhielt ich aber 
nur Krystalle, welche das Aussehen und das Verhalten von 
unreinem Phenylalanin zeigten: eine dem Leucin gleichende 
Substanz vermochte ich nicht zu isoliren. 

Das tiefblaue Filtrat von dem  Niederschlage, ich 
beim Erhitzen der wiisserigen Losung des Amidositurenpriaparats 
mit Kupferoxydhydrat erhielt (vgl. oben), wurde im Wasser- 
bade eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit warmem 


Wasser behandelt (wobei eine geringe Menge einer schwer- I 
léslichen Kupferbindung  zuriickblieb), die =Lésung — durch 

Einleiten von Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit und g 
hierauf eingedunstet, das so erhaltene Produkt zweimal aus S 
einem Gemisch von Weingeist und Ammoniakfliissigkei! 
umkrystallisirt. So erhielt ich eine aus gliinzenden weissen d 
Krystallbliittchen bestehende Substanz, welche das Verhalten der | A 
Amidovaleriansiure zeigte. Aus derselben stellte ich eine R 
Kupferverbindung dar, indem ich ihre heisse wiisserige LOsung pk 
in der Wiirme mit Kupferoxydhydrat siittigte und ‘sodann 1m (i 
Wasserbade stark einengte. Die schon wiihrend des Ein- P 
dunstens in blauen Krystallen sich ausscheidende Verbindung Bi 
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war ziemlich schwer léslich in kaltem, leicht ldslich in 
heissem Wasser. Die Kupferbestimmung gab in der bei 
100—105° getrockneten Substanz folgendes Resultat : 

0, 4440 g Substanz gaben 0,1026 g CuO. 


Berechnet fiir : Gefunden : 
(C,H, ,NO,),Cu 
Cu 21,49 20,98 


Wie man _ sieht, bleibt die gefundene Zahl etwas 
hinter dem Werth zuriick, welcher der Formel des amido- 
valeriansauren Kupfers = (C,H,,NO,),Cu entspricht. Wahr- 
scheinlich war der analysirten Verbindung ein wenig Leucin- 
kupfer (mit 19,66 °/o Cu) beigemengt. 

Das Amidosiurepriparat wurde nun noch einmal um- 
krystallisirt; dann wurde aus demselben wieder eine 
Kupferverbindung dargestellt. Der Kupfergehalt der letzteren 
entsprach nun den von der Formel des amidovaleriansauren 
Kupfers geforderten Werthen, wie aus folgenden Angaben zu 
ersehen ist: 

1) 0,2400 g Substanz (bei 110° getrocknet) gaben 0,0650 g CuO 


2) 0,2565 » > > > >» 0,0690 >» >» 
Berechnet fiir: Gefunden : 
(C,H, ,NO,),Cu 1 2 

Cu 21,49 21,63 21,49 %. 


Aus den Axenorganen der 14—15 tagigen Keimpflanzen 
konnte ich also hier, ebenso wie in friiheren Versuchen, 
Phenylalanin und Amidovaleriansdure darstellen; die 
lsolirung von Tyrosin und Leucin gelang dagegen nicht. 

Der bei der Behandlung der fein zerriebenen Axenor- 
gane mit kochendem Weingeist verbliebene Riickstand war 
sehr reich an Asparagin; ein Extract aus 10 g des luft- 
trockenen Riickstandes lieferte durch Krystallisation 3,503 g 
dieses Amides (wasserfrei und nach Abzug der beigemengten 
Aschenbestandtheile in Rechnung gestellt) = 25,03 °/o. Diesen 
Riickstand untersuchte ich nun noch nach bekanntem Ver- 
fahren auf das Vorhandensein von Histidin und Arginin 
(auf Lysin habe ich nicht gepriift). Die bei Zerlegung des 
Phosphorwolframsiiureniederschlages erhaltene Basenlésung 
gab mit Quecksilberchlorid einen Niederschlag, aus welchem 
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Histidinchlorid in Krystallen gewonnen werden konnte. 
Dieses Produkt, dessen Gewicht 0,4 g betrug, wurde aus 
Wasser umkrystallisirt, es bildete nun farblose, tafelartige 
Krystalle, die im Aussehen mit den friiher von uns dargestellten 
Histidinchloridpriiparaten vollstiindig tibereinstimmten. In 
dem daraus nach bekannter Methode dargestellten Histidin- 
Silber wurde der Sibergehalt bestimmt, wobei folgende Resul- 
tate erhalten wurden : 


1. 0.2544 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1420 g Ag.; 


2. 0.1765 ,, weds 00065, 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,N,O,Ag, + H,O 2 
Ag 55,77 55,82 355,81 


Das Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlag wurde 
nach bekannter Methode auf Arginin verarbeitet. Die alkali- 
sche Fliissigkeit, welche bei Zerlegung des durch Silbernitrat und 
survtwasser erzeugten Niederschlags mittelst Schwefelwasser- 
stoff resultirte, wurde mit Salpetersaure neutralisirt und sodann 
stark eingeengt. Sie lieferte zuniichst Krystalle, die aus 
anorganischer Substanz bestanden; die Ausscheidung derselben 
wurde durch Zusatz von etwas Weingeist vollstindiger gemacht. 
Die von diesen Krystallen abgegossene Mutterlauge lieferte 
eine dem Argininnitrat gleichende Krystallisation, deren Gewicht 
jedoch nur ungefiihr 0,250 ¢ betrug. Die daraus dargestellte 
Kupterverbindung schmolz gleichzeitig mit einem Argininnitrat- 
praparat anderer Herkunft und krystallisirte in der fiir diese 
Verbindung charakteristischen Form. Das bei Zerlegung der- 
selben mittelst Schwefelwasserstoff erhaltene Nitrat die 
gleichen Reactionen, wie das reine Argininnitrat. 

Auch in den Axenorganen der 14—1dtiigigen Keimpflanzen 
liessen sich also Arginin und Histidin nachweisen (aul 
Lysin wurde nicht gepriift). Doch fanden sich diese beiden 
Basen hier nur in sehr kleinen Quantitiiten vor. Was speciell 
die Ausbeute an Arginin betrifft, so betrug dieselbe nur 
ca. 10 der Ausbeute, die aus den Cotyledonen der gleichen 
Keimpflanzen erhalten wurde. 


Discussion der Versuchsergebnisse. 


Nachdem ich im Vorigen die bei der Untersuchung von 
zehn Keimpflanzenculturen unmittelbar erhaltenen Ergebnisse 
mitgetheilt habe, gehe ich zu den Schlussfolgerungen  iiber, 
die sich aus diesen Ergebnissen in Bezug auf den Eiweiss- 
zerfall und die Asparaginbildung in Keimpflanzen  ableiten 
jussen. Es ist leicht ersichtlich, dass diese Schlussfolgerungen 
in UCebereinstimmung mit den Ansichten stehen, die ich tiber 
den Verlauf jener Processe in meiner ersten Abhandlung «iiber 
den Umsatz der Eiweissstoffe in der lebenden Pflanze» aus- 
gesprochen habe: die dort fiir diese Ansichten beigebrachten 
beweise sind aber durch die Ergebnisse der neuen Versuche 
sehr verstiirkt worden. 

Als ich vor einer langen Reihe von Jahren mich mit 
dem Studium der in keimenden Pflanzensamen neben Aspa- 
ragin sich vortindenden krystallisirbaren Stickstoffverbindungen 
zu beschiiftigen begann, untersuchte ich zuniichst fast nur 
Keimptlanzen, welche mehrere Wochen lang bei Lichtabschluss 
vegetirt hatten. Warum ich so verfuhr, ist leicht zu verstehen. 
Es war bekannt, dass iiltere etiolirte Keimpflanzen reich an 
Asparagin sind. Man durfte nun erwarten, dass in solchen 
Piliinzchen ausser Asparagin auch noch manche andere wih- 
rend des Keimungsvorganges entstandene Stickstoffverbindungen 
sich anhiiufen, und dass in Folge dieser Anhiiufung der Dar- 
stellung derselben keine grossen Schwierigkeiten entgegen- 
stehen wiirden. 

Diese Erwartung hat sich erfiillt; es gelang uns, aus 


solchen Keimpflanzen — neben anderen hier nicht zu erwih- 
nenden Stoffen — Arginin, Phenylalanin, Glutamin, 


1, Fine ganz kurze Mittheilung tber einige Ergebnisse dieser 
Untersuchung habe ich in den Berichten der D. Botanischen Gesellschaft, 
1900, Mirzheft, veréffentlicht. Doch ist inzwischen meine Arbeit durch 
die Untersuchung einiger Keimpflanzenculturen noch erweitert worden; 
in Folge davon stimmen auch die im Folgenden gemachten Angaben 
ber die Zahl der untersuchten Culturen nicht genau mit denjenigen 
liberein, die sich in jener vorliufigen Mittheilung finden. 
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Amidovalerianséiure, Tyrosin, Guanidin und Ricidin 
darzustellen. Ob wir alle diese Stoffe hiatten isoliren kénnen, 
wenn wir Keimpflanzen von geringem Alter in Unter- 
suchung genommen hiitten, muss als sehr fraglich bezeichnet 
werden. 

Eignete sich aber der bei meinen alteren Untersuchungen 
eingeschlagene Weg auch zur Entdeckung der ausser Aspa- 
ragin in den keimenden Samen_ entstehenden Stickstoff- 
verbindungen, so war es doch nicht leicht, auf diesem Wege 
zugleich einen klaren Einblick in den Verlauf des mit der 
Keimung verbundenen Eiweisszersetzungsprocesses zu gewinnen. 
Die grossen Unterschiede, die zwischen verschiedenen Keim- 
pflanzenarten in Bezug auf die Qualitét der aus ihnen dar- 
stellbaren Stickstoffverbindungen sich zeigten, konnten den 
Gedanken entstehen lassen, dass der Eiweisszerfall in den ver- 
schiedenen Keimpflanzen in ganz ungleicher Weise erfolge. 
Als auffallend musste es bezeichnet werden, dass zwei bei 
der Zersetzung der Eiweissstoffe durch Séuren, Alkalien oder 
Trypsin regelmaéssig zum Vorschein kommende Produkte, niim- 
lich Leucin und Tyrosin, in den etiolirten Keimpflanzen 
hiufig fehlten oder doch nur in minimalen Quantitaten sich 
vorfanden, auffallend war auch in vielen solchen Keimpflanzen 
das Mengenverhiltniss des Asparagins zu den anderen stick- 
stoffhaltigen Produkten des Eiweissumsatzes. Freilich habe 
ich zur Erkliirung dieses Mengenverhiiltnisses schon in einer 
der ersten Abhandlungen, die ich tiber den Eiweissumsatz 
in Keimpflanzen publicirte, die Vermuthung ausgesprochen, 
dass das Asparagin, wenigstens zum Theil, einer Umwand- 
lung anderer, beim Eiweisszerfall in den Keimpflanzen gebil- 
deter Stickstoffverbindungen seine Entstehung verdanke und 
demgemiiss ein secundiéres Produkt des Eiweissumsatzes 
sei; aber es bedurfte doch einer wesentlichen Erweiterung 
unserer Kenntnisse auf diesem Gebiete durch lange fortgeseizte 
Untersuchungen, um jene Hypothese bestimmter aussprechen 
zu kOnnen. Letzteres ist von mir in dieser Zeitschrift in der 
oben genannten Abhandlung geschehen. Zu den Thatsachen 
aber, die ich dort als Stiitzen fiir die von mir vertretenen 
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Ansichten auffiihre, zihlen vor Allem auch die Ergebnisse, 
welche ich bei Untersuchung einiger Keimpflanzenculturen 
geringen Alters erhielt. 

Aus den Resultaten meiner neueren Untersuchungen 
liisst sich viel leichter erkennen, wie der Eiweisszerfall in den 
Keimpflanzen verliuft. Um dies darzulegen, will ich zunachst 
die an 6—7tiégigen Papillonaceen-Keimpflanzen von uns ge- 
machten Beobachtungen kurz zusammenstellen, unter Hinzu- 
nahme der Ergebnisse, die ich friiher schon an drei Culturen 
solcher Keimpflanzen erhielt. Aus allen von uns untersuchten 
Culturen, elf an Zahl, liess sich mit Leichtigkeit Leucin dar- 
stellen: seine Quantitiit war, wenn auch viel geringer als die- 
jenige des daneben vorhandenen Asparagins, doch relaiiv 
betriichtlich. Aus neun Culturen liess sich auch Tyrosin, 
jedoch nur in sehr geringer Quantitat, isoliren; bei den tibrigen 
Culturen deutete das Eintreten der Tyrosinreaction mit 
Millon’schem Reagens auf das Vorhandensein minimaler 
Mengen des genannten Stoffes hin. Hexonbasen konnten aus 
allen darauf untersuchten Culturen, niimlich aus 3 Culturen 
von Vicia sativa und aus je 2 Culturen von Pisum sativum, 
Lupinus albus und Lupinus luteus dargestellt werden, und zwar 
liessen sich fast ohne Ausnahme Arginin, Histidin und 
Lysin?) nebeneinander nachweisen. 

Aus 6—7 liigigen Papilionaceen-Keimpflanzen konnten also 
ausser Asparagin Leucin, Tyrosin und Hexonbasen dar- 
gestellt werden —- Produkte, welche auch bei der Zersetzung 
der Eiweissstoffe durch Siuren oder durch Trypsin regelmiissig 
erhalten werden, nach denen man aber in den iilteren Keim- 
pilanzen hiiufig vergebens sucht. Es ist klar, dass zur Auf- 
lindung der primiren Produkte des Eiweisszerfalls die jiingeren 
Keimpflanzen geeignetere Objecte sind, als die ailteren; jener 


1) Im Einklang mit diesem Resultat steht Belzung’s Angabe 
liber das reichliche Vorkommen von Leucin in 8tagigen Keimpflanzen 
von Lupinus albus (Annales des sciences naturelles, 7¢ série, Botanique, 
T. XV, P. 203). 

2, Doch ist die Priifung auf Lysin nicht bei allen Culturen, in 
denen Hexonbasen nachgewiesen wurden, ausgefiihrt worden. 
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Befund ist daher der beste Beweis dafiir, dass die mit dem 
Keimungsvorgang verbundene Eiweisszersetzung der Spaltung 
gleicht, welche die Eiweissstoffe durch Siiuren oder durch 
Trypsin erleiden. Dabei ist noch von Bedeutung, dass die 
oben genannten Produkte in den Lupinus-Keimpflanzen, bei 
denen die Cotyledonen und die iibrigen Theile getrennt unter- 
sucht wurden, sich in den Cotyledonen vorfanden, an dem 
Orte also, an welchem die zerfallenden Reserveeiweissstolfe 
sich befinden, und dass das Mengenverhiltniss, in) welchem 
jene Produkte neben einander auftreten, demjenigen nicht 
uniihnlich ist, in welchem man sie bei der Zersetzung pflanz- 
licher Eiweissstoffe durch Siiuren erhiilt. 1) 

Ein ganz anderes Bild bieten die Resultate dar, die man 
bei der Untersuchung 2-—3 wochentlicher oder noch iilterer 
etiolirter Papilionaceen-Keimpflanzen erhiilt. Solche  Keim- 
pflanzen sind bekanntlich ausserordentlich reich an Asparagin. 
Tyrosin habe ich dagegen aus ihnen bis jetzt noch niemals 
darstellen kénnen. Leucin fand ich in einigen Objecten vor, 
doch nur in geringer Quantitiét: aus anderen war es_ nich 
darstellbar. Nur aus einem solchen Object, niimlich aus den 
etiolirten Keimpflanzen von Lupinus luteus, konnte ich Arginin 
in grosser Menge gewinnen: alle anderen von uns untersuchten 
iilteren Papilionaceen-Keimpflanzen  lieferten  entweder 
jiusserst geringe Arginin-Quantitiiten oder es sich diese 
Base gar nicht mehr aus denselben isoliren. 

Vergleicht man die jiingeren mit den alteren Keimpflanzen 
in Bezug auf ihren Stoffgehalt, so zeigt sich auf das Deut- 
lichste, dass manche Produkte des Eiweissumsatzes, insbe- 
sondere Leucin, Tvrosin und Arginin, mit der fortschreiten- 


1) Die Ausbeute an Leucin, die sich freilich nur approximatiy 
bestimmen liess, zeigte bei den verschiedenen 6—7 tiigigen Keimpflanzen 
keine grossen Unterschiede: Tyrosin fand sich stets in weit geringerer 
Menge vor als Leucin. Unter den Hexonbasen priivalirte der Menge 
nach stets das Arginin, Keine der Hexonbasen wurde in so grosset 
Quantitét erhalten, wie das Leucin, abgesehen davon, dass bei Lupinus 
luteus das Arginin schon in den 6—7tiigigen Keimpflanzen in recht be- 
trichtlicher Menge auftrat. 
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den Entwicklung der Keimpflanzen an Menge abnehmen, wiihrend 
andererseits das Asparagin sich stark vermehrt; jene Stoffe 
werden also im Stoffwechsel der Keimpflanzen verbraucht und 
umgewandelt. Ein Verbrauch solcher Stoffe, z. B. des Leucins 
und des Arginins, ist selbstverstiindlich auch dann anzunehmen, 
wenn die Quantititen dieser Stoffe in einer Keimpflanze nach 
mehrwochentlicher Dauer der Vegetation nicht grésser 
sind, als nach einwéchentlicher; denn mit der Fortdauer 
des Eiweisszerfalls wiirden doch, falls nicht ein Verbrauch 
stattgefunden hitte, die Quantitiiten jener Stoffe sich in der 
Pflanze vermehrt haben. 

Zur Erkliirung der starken Anhiiufung des Asparagins in 
manchen Keimpflanzen habe ich schon vor langer Zeit die 
Vermuthung ausgesprochen, dass im Stoffwechsel der Keim- 
pflanzen andere Produkte des Eiweissumsatzes in) Asparagin 
umgewandelt werden. Die an Keimpflanzen von Lupinus luteus 
und Lupinus angustifolius von M. Merlis, Kk. Winterstein, 
N. Rongger und mir ausgefiihrten quantitativen Bestimmungen, 
deren Ergebnisse ich in meiner ersten Abhandlung tiber den 
Umsatz der Eiweissstoffe in der lebenden Pflanze mittheilte, 
haben bewiesen, dass in der That in diesen Keimpflanzen 
Asparagin auf Kosten anderer Produkte des Eiweissumsatzes 
gebildet worden war.?) Was fiir Produkte es sind, die vor- 
zugsweise fiir diesen Process verwendet werden, dartiber 
konnte ich dort etwas Bestimmtes nicht aussprechen. Hatte 
ich auch schon das Verschwinden von Tyrosin und Leucin 
aus Lupinus-Keimpflanzen constatirt, so waren dies doch nur 
vereinzelte Beobachtungen. Aus den Versuchen, deren Ergeb- 
nisse in dieser Abhandlung mitgetheilt worden sind, geht aber 


1) Wer die obige Schlussfolgerung nicht ziehen will, miisste an- 
nehmen, dass im Beginn des Keimungsvorgangs die Eiweissstoffe nach 
ganz anderer chemischer Gleichung zerfallen, als spiter; ich glaube 
aber nicht, dass irgend Jemand geneigt sein wird, eine solche Hypothese 
aufzustellen. 

2) Auch quantitative Bestimmungen, die von Prianischnikow 
(Landw. Versuchsstat. Bd. 52, S. 347) ausgefiihrt wurden, sprechen dafiir, 
dass Asparagin als secundires Produkt des Eiweissumsatzes auftreten 
kann. 
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hervor, dass der Verbrauch von Leucin, von Tyrosin und yon 
Hexonbasen in den Papilionaceen-Keimpflanzen eine regel- 
miissige Erscheinung ist; es ist daher sehr wahrscheinlich, 
dass vorzugsweise diese Stoffe fiir jenen Asparagin-Bildungs- 
process verwendet werden. Doch ist es sehr wohl mdglich, 
dass auch noch andere Produkte des Eiweissumsatzes das 
gleiche Schicksal haben. 

Wie gross die in einer Keimpflanze entstehenden Quan- 
titéten von Leucin, Tyrosin und Arginin sind, wieviel von 
diesen Stoffen also fiir die Asparaginbildung zur Verfiigung 
steht, das lasst sich selbstversténdlich nicht genau angeben. 
Am niichsten liegt wohl die Annahme, dass ein Eiweissstoff 
beim Zerfall in einer Keimpflanze jene Produkte in der gleichen 
Quantitaét liefern kann, wie bei der Spaltung ausserhalb des 
Organismus; doch konnen vielleicht in bestimmten Fiaillen 
manche Umstiinde veriindernd auf das Mengenverhiiltniss ein- 
wirken, welchem die Eiweisszersetzungsprodukte neben 
einander entstehen. !) 


1) In der 2. Auflage seiner « Pflanzenphysiologie » auf S, 464 kriti- 
sirt W. Pfeffer die von mir friiher ausgesprochee Annahme, dass beim 
Zerfall eines Eiweissstoffs in einer Pflanze die einzelnen Amidosiéuren 
in der gleichen Quantitiit entstehen, wie bei der Zerspaltung dieses 
Fiweissstoffes ausserhalb des Organismus. Zu dieser Kritik habe ich 
erstens zu bemerken, dass ich jene Annahme zu einer Zeit ausge- 
sprochen habe, in welcher die Vorstellung, dass die Amidosiuren als 
constituirende Atomgruppen im Eiweissmolekiil enthalten seien — eine Vor- 
stellung, welche zu jener Annahme fiihren muss — sehr verbreitet bei den- 
jenigen Chemikern war, die sich mit dem Studium der Fiweissstoffe haupt- 
siichlich beschiiftigt haben. Nachdem aber Einwiinde gegen jene Vorstellung 
erhoben worden waren, habe ich schon 1892 in den Landwirthschatt- 
lichen Jahrbiichern, Bd. XXI, S. 120—121, also lange vor Erscheinen 
der 2. Auflage des Pfeffer’schen Buchs, erklir., dass ich der verainderten 
Sachlage Rechnung tragen und Denjenigen nicht entgegentreten wolle, 
welche jene Annahme nicht theilen. Zweitens aber méchte ich bezweifeln, 
dass die bestimmte Art und Weise, in welcher Pfeffer die obige An- 
nahme verwirft, in unserem heutigen Wissen eine geniigende Stiitze hat. 
Ob bei der Spaltung eines bestimmten Eiweissstoffes unter verschiedenen 
Umstiinden Leucin oder Tyrosin oder Arginin oder irgend eine andere 
Stickstoffverbindung in wechselnder oder stets in der gleichen 
Quantitiit entsteht, das ist eine Frage, die zur Zeit Niemand mit Sicher- 
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Wahrend in den tibrigen von uns untersuchten Papilio- 
naceen-Keimpflanzen allem Anschein nach das Arginin rasch 
verbraucht wird, hiéuft es sich dagegen in den Cotyledonen 
der etiolirten Keimpflanzen von Lupinus luteus in starkem 
Maasse an. Diese Anhiufung deutet darauf hin, dass die ge- 
nannte Base hier dem Verbrauch entzogen ist; worin der 
Grund dafiir liegt, entzieht sich freilich bis jetzt unserer 
Kenntniss. Bei Lupinus luteus sowohl wie bei einigen anderen 
Papilionaceen hiufen sich in den etiolirten Keimpflanzen ferner 
Phenvlalanin und Amidovaleriansiiure an, jedoch nicht 
in starkem Maasse. Sie finden sich vorzugsweise in den 
Axenorganen der iilteren Keimpflanzen. In 6—7 tiigigen Keim- 
pilanzen traten sie nur in sehr geringer Menge auf und waren 
in einigen solchen Objecten gar nicht nachzuweisen; es ist 
daher wahrscheinlich, dass diese beiden Amidosiiuren beim 
Zerfall der Eiweissmolektile nur in kleiner Quantitét ent- 
stehen, 1) 

Ein ungleicher Verbrauch der einzelnen  Kiweisszer- 
setzungsprodukte in den verschiedenen Keimpflanzenarten kann 
zur Folge haben, dass in Bezug auf den Stoffgehalt bei den 
ilteren Keimpflanzen grosse Verschiedenheiten hervortreten. ?) 


heit beantworten kann, Die Entscheidung dieser Frage kann nur durch 
das Experiment gegeben werden. Man hat ja gerade in neuester Zeit 
(uantitiétsbestimmungen der bei der Eiweissspaltung entstehenden Pro- 
dukte in Angriff genommen; doch kénnen die dabei erhaltenen Resultate 
selbstverstiindlich nur entscheidend sein, wenn man sicher ist, dass 
secundire Zersetzungen der primiren Spaltungsprodukte vermieden 
wurden, 

1) In seinem Werke <die chemische Energie der lebenden Zellen » 
spricht O. Loew die Vermuthung aus, dass die in den Keimpflanzen 
auftretende Amidovaleriansiure durch Oxydation des Leucins oder durch 
Zersetzung des Arginins entstanden sei. Diese Frage liisst sich vielleicht 
discutiren, sobald man iiber die Constitution jener Amidovaleriansiure 
etwas weiss (Versuche dariiber sind von uns in Aussicht genommen). 


2) Auch in der gleichen Keimpflanzenart kann wohl der Verbrauch 
inzelner Eiweisszersetzungsprodukte unter verschiedenen Umstinden ein 
ingleicher sein. Auf diese Ursache sowie auf den Umstand, dass in 
tuanchen Keimpflanzen, bald Asparagin bald Glutamin in grésserer Menge 
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Eine Stiitze ftir die Annahme, durch welche ich die 
Anhiiufung des Asparagins in den Keimpflanzen zu erkliiren 
gesucht habe, bildet auch die ungleiche Vertheilung der 
Eiweisszersetzungsprodukte innerhalb der Keimpflanzen. Ich 
habe dies schon in der ersten Abhandlung dargelegt, komme 
aber hier darauf zuriick, weil ich inzwischen durch Versuche 
an Lupinus luteus tiber jene Vertheilung noch mehr Aufschluss 
gewonnen habe = Nach diesen Versuchen enthalten die Coty- 
ledonen 6—7tiigiger Keimpflanzen der genannten Lupinus-.A\rt 
Asparagin in betriichtlicher Menge, ferner Leucin, Tyrosin, 
Arginin, Histidin und Lysin; auf das Vorhandensein einer 
sehr kleinen Quantitéit von Phenylalanin deutet das Entstehen 
einer geringen Benzoesiiuremenge bei der Oxydation der 
Amidosituren hin: Amidovaleriansiiure konnte nicht) nach- 
eewlesen werden. In den Axenorganen der gleichen Keim- 
pflanzen fand sich Asparagin, und zwar in viel grésserer 
Quantitiit als in den Cotyledonen, ferner Phenylalanin sowie 


sich bildet, ist wohl das wechselnde Auftreten der Eiweissum- 
satzprodukte in den Keimpflanzen (vgl. meine Abhandlungen in 
dieser Zeitschrift, Bd. XX, S. 306 und Bd. XXII, S. 411) zuriickzufiihren. 
Doch ist darauf aufinerksam zu machen, dass manche Erscheinungen, 
die ich frither als Beispiele fiir dieses « wechselnde Auftreten >» anfiihrte, 
inzwischen in anderer Weise ihre Erkliirung gefunden haben, so z. b. 
die Unterschiede, die zwischen Belzung’s und meinen Beobachtungen 
iiber den Stoffgehalt von Lupinus albus und Lupinus luteus sich zeigten. 
Belzung fand bei Lupinus albus in 8tigigen Keimpflanzen viel Leucin, 
wiithrend ich aus den Axenorganen in 10- und 14 tiigigen etiolirten Ptlinz- 
chen nur Phenylalanin und Amidovaleriansiiure erhalten konnte. In- 
zwischen haben aber Wassilieff und ich aus einwéchentlichen Kewn- 
pflanzen von Lupinus albus leicht Leucin darstellen kénnen und zwar 
aus den Cotyledonen (die Axenorgane enthalten auch bei diesen Pilfinz- 
chen mehr von jenen anderen Amidosiiuren als von Leucin).  Ebenso 
stimmt Belzung’s Angabe, dass Keimpflanzen von Lupinus luteus Tyrosin 
lieferten, mit dem Resultat iiberein, das ich bei Untersuchung &tigiger | Y 
Keimpflanzen dieser Lupinus-Art erhielt. Ueberhaupt ist nach den jetz! 
vorliegenden Erfahrungen der Stoffgehalt der unter gleichen Umstinden 
gezogenen verschiedenen Culturen der gleichen Keimpflanzenart constante!, 
als ich damals annehmen konnte; Unterschiede aber kénnen sich zeigen. | zi 
sobald diese Culturen unter verschiedenen Bedingungen, z. B, mit oder 
ohne Lichtzutritt, gezogen sind. Ir 


Amidovaleriansiure; Leucin und Tyrosin waren nicht 
nachzuweisen und koénnen hoéchstens in sehr kleiner Quantitiit 
vorhanden gewesen sein: Arginin fehlte nicht vollig, war 
aber zweiffellos in weit geringerer Menge vorhanden, als in 
den Cotyledonen. Die grosse Verschiedenheit zwischen dem 
Stoffgehalt der Cotyledonen und der Axenorgane, die sich, 
freilich nicht in dem gleichen Grade, auch bei den Keim- 
pilanzen anderer Papilionaceen wieder findet, liisst sich auf 
Grund der oben erwiithnten Annahme in folgender Weise er- 
kliren : Die beim Eiweisszerfall in den Cotyledonen entstandenen 
Produkte (Asparagin, Leucin, Tyrosin u. s. w.) fliessen den 
im Wachsthum begriffenen Theilen der Keimpflanzen zu‘): 
zugleich wird aber ein grosser Theil dieser Produkte in 
Asparagin umgewandelt; daher finden wir dieses Amid in den 
Axenorganen in weit grésserer Quantitiit, ja sogar zuweilen 
in stiirker concentrirter Losung als in den Cotyledonen, 
wiihrend dagegen andere Eiweisszersetzungsprodukte, wie z. B. 
Leucin und Tyrosin, nur in den Cotyledonen, nicht aber in den 
Axenorganen sich nachweisen lassen. 

Der Eiweisszerfall ist bei Lupinus luteus in den 6—7tiigigen 
Keimpflanzen ein sehr lebhafter; in den 14—1dtiigigen Pfliinzchen 
findet er nur noch mit geringerer Intensitiit statt. Bei den 
letzteren finden wir in den Cotyledonen neben sehr betriicht- 
lichen Quantitiiten von Asparagin und von dem hier anscheinend 
dem Verbrauch ganz entzogenen Arginin Amidosiiuren (wahr- 
<cheinlich ein Gemenge von Phenylalanin, Leucin und Amido- 
valeriansiiure) nur in ausserst geringer Menge, in den Axen- 
organen dagegen eine ausserordentlich grosse Menge von 
Asparagin sowie ziemlich betriichtliche Quantitiiten von Phenyl- 
dlanin und Amidovaleriansiiure. Die Anhiiufung des Asparagins 
erklirt sich in der eben angegebenen Weise: fiir die gleich- 
zeitig, wenn auch in ungleich geringerem Maasse_stattfindende 


1) Doch scheint das Arginin grésstentheils in den Cotyledonen 
zuruckzubleiben. 

2} Wie sich aus frither von mir ausgefiihrten Bestimmungen ergibt; 
man vergl, Landwirthsch. Jahrbiicher, Bd. 7, 5. 424 u. 435. 
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Anhiufung von Phenylalanin und Amidovaleriansiure hat man 
eine Erklirung, wenn man annimmt, dass diese beiden beim 
Zerfall der Kiweissmolekiile wahrscheinlich nur in geringer 
Quantitiit entstehenden Amidosiuren in den Keimpflanzen von 
Lupinus luteus der Umwandlung entgehen. Diese Annahme 
kann auch fiir andere Papilionaceen-Keimpflanzen gelten; 
denn jene beiden Amidosiuren finden sich auch in den Axen- 
organen etiolirter Keimpflanzen von Lupinus albus, sowie in 
etiolirten Wicken-Pfliinzchen vor. 

Kine befriedigende Erkliirung fiir die ungleiche Vertheilung 
der Eiweisszersetzungsprodukte auf Cotyledonen und Axenorgane 
zu finden, ohne die in Bezug auf die Bildungsweise des Asparagins 
von mir ausgesprochene Annahme zu Hiilfe zu ziehen, diirfte 
nicht leicht sein. Da wir anzunehmen haben, dass auch in 
den im Dunkeln sich entwickelnden Pflanzen bei gentigendem 
Vorhandensein stickstofffreier Stoffe Amide zu Kiweiss regeneriri 
werden kénnen, so kénnte man auf den Gedanken kommen, 
das Fehlen von Leucin, Tyrosin u. s. w. in den Axenorganen 
auf einen Verbrauch dieser Stoffe fiir die synthetische Eiweiss- 
bildung zuriickzufiihren. Letzteres wiirde aber, da die wachsenden 
Theile etiolirter Keimpflanzen sehr eiweissarm = sind und da 
also nur ein kleiner Theil der aus den Cotyledonen zufliessenden 
Kiweisszersetzungsprodukte in ihnen wieder in Kiweiss umge- 
wandelt| wird,') nur moéglich sein unter der Voraussetzung, 
dass erstens beim Zerfall der Eiweissmolekiile das Asparagin 
in weit grOsserer Quantitiit entsteht, als alle tibrigen stickstofl- 
haltigen Produkte zusammengenommen, und dass zweitens 
in den Keimpflanzen nicht auf Kosten von Asparagin, sondern 
nur auf Kosten anderer Eiweisszersetzungsprodukte (Amido- 
siiuren u. s. synthetische Bildung von Eiweissstoffen  statt- 
findet. Dass die letztere Annahme eine ganz unwahrscheinliche 


1) Allerdings kann die in den Axenorganen neu gebildete Eiweiss- 
menge grésser sein, als es den Anschein hat; denn auch in den Axen- 
organen findet ja héchstwahrscheinlich Eiweisszerfall statt. Doch wiirde 
es sehr gewagt sein, anzunehmen, dass dieser Eiweisszerfall in den 
Axenorganen die Spaltungsprodukte in ganz anderem Mengenverhiltniss 
liefert, als in den Cotyledonen. 
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ist, werde ich weiter unten noch zeigen; was die erste An- 
nahme betrifft, so ist sie zwar von einigen Autoren ausge- 
sprochen worden; man hat aber fiir dieselbe keine andere 
experimentelle Stiitze beizubringen vermocht, als eben die 
Thatsache, dass in den Keimpflanzen das Asparagin in so 
ausserordentlich grosser Quantitaét auftritt. Nachdem aber von 
mir nachgewiesen worden ist, dass die Anhiiufung des Asparagins 
von einem Verbrauch von Leucin, Tyrosin, Arginin u. s. w. 
begleitet ist und dass jenes Amid auf Kosten anderer Produkte 
des Eiweissumsatzes in den Pflinzchen sich bildet, kann jene 
Thatsache nicht mehr als eine Stiitze fiir die obige Annahme 
betrachtet werden. Auch steht diese Annahme nicht im Ein- 
klang mit den Kenntnissen, die wir iiber das chemische Ver- 
halten der Eiweissstoffe ausserhalb des Organismus besitzen. 
Demnach muss diese Annahme als eine nicht nur ganz un- 
bewiesene, sondern auch sehr unwahrscheinliche auf das 
Entschiedenste zuriickgewiesen werden. 

Ich muss nun noch einen Blick auf die Zusammensetzung 
der von uns untersuchten normalen, d. h. am Licht erwachsenen 
Keimpflanzen von Lupinus luteus, Lupinus albus und Vicia 
sativa werfen, welche ein Alter von mindestens 14 Tagen 
erreicht hatten und theils in Sand, theils in fruchtbarer Erde 
im Freien gezogen worden waren. Diese Pflanzchen lieferten 
bei der Untersuchung meistens nur eine Amidosiiure, némlich 
Leucin, und zwar nur in sehr geringer Quantitét. Arginin 
war in den Cotyledonen der Pflainzchen von Lupinus luteus 
nachzuweisen, fand sich aber hier in weit geringerer Quantitat 
vor als in den Cotyledonen der etiolirten Pflanzen gleicher 
Art. Alle diese normalen Pflinzchen enthielten Asparagin in 
sehr grosser Quantitiit. Zum Beweise fiihre ich im Folgenden nur 
die Zahlen an, welche von N. Wassilieff nach Sachsse's 
Methode fiir den Asparagingehalt der Trockensubstanz der 
verschiedenen Theile 14tiégiger normaler Pflanzen von Lupinus 
albus erhalten wurden: 


1) Zur Kontrolle der nach Sachsse’s Methode erhaltenen Zahlen 
wurden aber auch die Asparaginmengen bestimmt, die sich aus den 
Extracten durch Krystallisation erhalten liessen. 


— 


Blatter... . . . 6,65°/o Asparagin 


Cotyledonen . . 17 ,59°/o 
Stengel +s > 


So viel nach den bisher vorliegenden Versuchen sich 
urtheilen liisst, finden sich in den normalen griinen Pflanzen 
auf die gleiche Asparaginmenge viel weniger andere krystallisir- 
bare Produkte des Eiweissumsatzes (Amidosiiuren und Hexon- 
basen) vor, als in den etiolirten Pflanzen gleichen Alters, 
Diese Erscheinung erkliirt sich, wenn man die von vornhercin 
nicht unwahrscheinliche Annahme macht, dass gerade in den 
normalen Pflanzen die Verhiiltnisse fiir die Umwandlung anderer 
Produkte des Eiweissumsatzes in Asparagin besonders gtinstig 
liegen. Mit Hilfe dieser Annahme erkliirt sich dann auch 
leicht die schon vor langer Zeit von mir gemachte Beobachtung, 
dass in’ Keimpflanzen) von Lupinus luteus, welche nach [0- 
liigigem Verweilen im Dunkeln ans Licht gebracht worden 
waren, in den ersten Wochen die absolute Asparaginmenge 
noch eine Vermehrung erfahren hatte, obwohl gleichzeitig 
auch eine Zunahme der Eiweissmenge eingetreten war. Aus 
dieser Beobachtung glaubte ich damals den Sehluss  ziehen 
zu sollen, dass nicht auf Kosten von Asparagin, sondern nur 
auf Kosten anderer nicht eiweissartiger Stickstoffverbindungen 
die Eiweissbildung erfolgt sei (eine Schlussfolgerung, die ich 
jedoch bald) wieder verlassen habe). Aehnlich sich 
spiiter D. Prianischnikow!) ausgesprochen, nachdem er die 
Beobachtung gemacht hatte, dass in jungen, an Elweisszer- 
setzungsprodukten reichen Papilionaceen-Pfliinzchen, in denen 
unter Einfluss) der Assimilationsprocess  erzeugten 
Kohlenhydrate cine Vermehrung der Eiweissstoffe stattgefunden 


1) Berichte der D. Botanischen Gesellschaft 1899, Bd. XVIE, 3. fol. 
ausfiihrlicher in den ,.Landw. Versuchsstationen", Bd. 52, 8. 347. Der 
Versuch, den Prianischnikow speciell mit Lupinus luteus anstellte, 
zeigte in den Resultaten einige Verschiedenheiten von den meinigen, 
was sich aber leicht aus der Ungleichheit der Versuchsbedingungen er- 
kliirt; ich verweise auf Bemerkungen, die ich dartiber in den «Landw. 
Versuchsstationen»> machen werde. 
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hatte, eine weit geringere Abnahme des Asparagins als der 
(ibrigen nicht proteinartigen Stickstofiverbindungen zu beobachten 
war (insbesondere in Pflainzchen von Pisum sativum hatte 
trotz starker Vermehrung der Eiweissstoffe das Asparagin nur 
ganz unbetrachtlich an Menge abgenommen). Prianisch- 
nikow nimmt an, dass in solchen Fiillen der Stickstoff fiir 
die Eiwetsssynthese in der Hauptsache nicht vom Asparagin, 
sondern von andern Eiweisszersetzungsprodukten (Amidosiiuren | 
celiefert worden sel. 

Nach unserem heutigen Wissen kann diese Schluss- 
folgerung nicht mehr als eine berechtigte angesehen werden: 
denn erstens erklirt sich die Nichtverringerung der Asparagin- 
menge in den ans Licht gebrachten Keimpflanzen sehr’ leicht 
aus der Bildung von Asparagin auf Kosten anderer Eiweiss- 
zersetzungsprodukte, und zweitens spricht sehr Vieles dafiir, 
dass gerade das Asparagin ein fiir die Eiweisssynthese in der 
Pilanze leicht verwendbares Material ist. Die Beobachtungen, 
welche eine Stiitze fiir letztere Annahme bilden, will ich im 
Folgenden zusammenstellen. 

Bekanntlich verfolgte W. Pfeffer!) die Wanderung der 
Glucose und des Asparagins in Lupinus-Keimpflanzen mit Hiilte 
des Mikroskops und kam dabei zu dem Resultat, dass Alles, was 
hinsichtlich der Zeit des Auftretens, der Art der Wanderung 
und des Verschwindens in den wachsenden Organen fiir Glucose 
Zit beobachten ist, in den wesentlichen Ziigen auch fiir das 
Asparagin gilt; er zieht daraus den Schluss, dass, ebenso wie 
die Glucose Baumaterial fiir die Zellhaut, so das Asparagin 
baumaterial fiir die eiweissartigen Stofle des Protoplasmas 
ist. Dieser Schlussfolgerung haben andere Botaniker, z. Bb. 
borodin?) sich angeschlossen. Auf den Verbrauch des As- 
paragins in den Bliittern, die man als den Sitz einer lebhaften 
hiweissbildung betrachtet, deuten auch die Resultate quantitativer 


1) Pringheim’s Jahrbiicher fiir wissenschaftliche Botanik, Bd. VIII, 
. 424, sowie landw. Jahrbiicher 1876, S. 87. 
2) Botanische Zeitung 1878, S. 802. 
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Bestimmungen hin. So fand ich’) z. B. bei Untersuchung junger 
Pflanzen von Medicago sativa in den Stengeln weit mehr As- 
paragin, als in den Blattern; noch armer an diesem Amid 
waren Blitter, von denen vor der Untersuchung die Blattstiele 
abgetrennt worden waren. Bei Untersuchung von Pfla&nzchen 
von Lupinus luteus, die zuerst im Dunkeln, dann ca. 4 Wochen 
lang im Freien am Licht vegetirt hatten, erhielt ich aus den 
Laubbliittchen nebst Stielen und Stammspitze nur 6°/o Asparagin, 
aus den tibrigen Teilen (Hypocotyles Glied, Wurzel und Coty- 
ledonen) dagegen 18,4°/o Asparagin (die Zahlen sind Procente 
der Pflanzentrockensubstanz; das Asparagin wurde in Krystall- 
form gewonnen.)?) Bei Untersuchung 14 tigiger griiner Pflanzchen 
von Lupinus albus, welche im Freien in fruchtbarer Erde ge- 
wachsen waren und 5—7 Laubblattchen entwickelt hatten, fand 
N. Wassilieff?) in den Blaéttern mit Blattstielen 6,7°/0, in den 
Stengeln dagegen 21,1°/o Asparagin;*) wahrscheinlich ware die 
Differenz noch grésser gewesen, wenn man die Blitter zuvor 
von den Stielen befreit hiitte. Dass der Mindergehalt an Asparagin 
in den Blattern auf einen Verbrauch dieses Amids zur Eiweiss- 
bildung zuriickzufiihren ist, darf auch aus der nachfolgenden 
Tabelle geschlossen werden, in welcher die Vertheilung des 
Gesammtstickstoffs auf Proteinstoffe, Asparagin etc. in den 
Blittern und in den Stengeln nach Wassilieff's Analysen 
angegeben ist: 


1) Landw. Jahrbiicher 1888, S. 688—689. Ich reproducire hier die 


beziiglichen Angaben: 
170 g frische Blatter mit Blattstielen heferten 0,4 g Asparagin 


200 » > >» ohne Blattstiele > Q,1 > > 
200 » >» Stengel 1,17 » > 
390 » > (anderes Material) 1,50 >» > 


Das Asparagin wurde durch Ausfillung mit Mercurinitrat zur Ab- 
scheidung gebracht und in Krystallform gewonnen. 

2) Mitgetheilt in den Landwirthsch. Jahrbiichern, 1880, Bd. 9, 5. 72%. 

3) Nach einer noch nicht publicirten Untersuchung, die in meinem 
Laboratorium ausgefiihrt wurde. 

4) Bestimmt nach Sachsse’s Methode; die Zahlen bedeuten 
Procente der Trockensubstanz. 
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Vom Gesammtstickstoff fallen 
auf den | | 
auf Protein- | Phosphor- | auf | auf andere 
stoffe _wolframsaure- Asparagin | Verbindungen 
niederschlag | | 
| 
| | | 
In den Blittern 62.56 8,06 | A466 | 7,92 
| 
In den Stengeln 23,04 6,20 | 6617 | 4.59 


Diese Zahlen sprechen auf das Entschiedenste dafiir, dass 
in den Bliittern das Asparagin einem lebhaften Verbrauch zur 
Kiweissbildung unterlag,') wiihrend sie dagegen keine Stiitze 
fiir die Annahme liefern, dass andere Amidverbindungen = in 
der gleichen Weise verwendet wurden. Aus den quantitativen 
Bestimmungen Kosutany’s?) scheint hervorzugehen, in 
den Blittern withrend der Nacht das Asparagin zur Eiweiss- 
hildung verwendet wird (als Versuchspflanze diente in diesem 
Falle die amerikanische Weinrebe.) Hansteen®) schliesst aus 
seinen Versuchen, dass in den mit einem Gemisch von 
Asparagin und Traubenzucker ernihrten Versuchspflanzen leb- 
hafte Eiweissbildung erfolgte. Shibata‘) folgert aus seinen 
Beobachtungen, dass in Bambus-Schosslingen, in denen zeit- 
weilig Asparagin in betriichtlicher Menge auftritt, die Bildung 
von Eiweissstoffen auf Kosten dieses Amids leicht und rasch 
erfolgen kann. 

Fiir die Annahme, dass Leucin und Tyrosin ein besseres 
oder auch nur eben so gutes Material fiir die Eiweisssynthese 
sind, als das Asparagin, liegen Beweise bis jetzt nicht vor. 


1) Sollte es noch einer weiteren Stiitze fiir diese Schlussfolgerung 
bediirfen, so kann ich mittheilen, dass ich die Blattchen etiolirter 
Keimpflanzen von Lupinus atbus (nur das erste Blattchenpaar entwickelt 
sich an solchen Pflinzchen) sehr reich an Asparagin fand; die luft- 
trockenen Blittechen lieferten 17,7°/o Asparagin (abgeschieden durch 
Krystallisation aus dem wisserigen Extract). 

2) Landw. Versuchsstationen, Bd. XLVIII, S. 13. 

3) Bericht der deutschen botanischen Gesellschaft 1896, Bd. XIV, 
312. 

4) Botanisches Centralblatt 1899, Nr. 44. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 20 
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Hansteen (loc. cit.) erhielt negative Resultate, als er in 
dem seinen Versuchspflanzen zugefiihrten Nihrstoffgemisch das 
Asparagin durch Leucin oder Tyrosin ersetzte. Negative 
Resultate erhielt auch Lutz,') als er Pflanzen mit Leucin und 
Tyrosin zu ernihren versuchte. Die von Lutz aus_ seinen 
Versuchen abgeleitete Schlussfolgerung, dass diese beiden 
Amidosiiuren unassimilirbar fiir phanerogame Pflanzen seien, 
muss aber, als nicht gentigend begriindet, zuriickgewiesen 
werden?) Nach den Beobachtungen Shibata’s (loc. cit.) wird 
in den Bambusschosslingen das Tyrosin schwieriger und spiiter 
zur Eiweissbildung verbraucht, als das Asparagin. Auch fiir 
den Hefepilz3) scheint das Leucin ein’ weit ungiinstigeres 
Nihrmaterial zu sein, als das Asparagin.4) Selbstverstindlich 
machen aber diese Thatsachen nicht die Annahme unmoglich, 
dass unter geeigneten Bedingungen auch solche Amidosiiuren 
fiir die Eiweisssynthese von Werth sind. ° 

Die im Vorigen aufgefiihrten Thatsachen machen es selir 
wahrscheinlich, dass die Umwandlung des Leucins, Tyrosins 
oder anderer EKiweisszersetzungsprodukte in Asparagin in den 
Keimpflanzen den Zweck hat, Stickstoffverbindungen, die hier 
fiir die Eiweisssynthese aus irgend einem Grunde nicht leicht 
verwendbar sind, in ein fiir diese Synthese geeigneteres Material 
umzuformen. Der Grund, aus welchem = manche Eiweisszer- 
setzungsprodukte ftir den genannten Process nicht so gut ver- 
wendbar sind wie Asparagin, kann entweder in der chemischen 


1) Annales des sciences naturelles, 8¢ série Botanique, T. VII, Nv. 1. 

2) Ich verweise auf die Kritik der beziiglichen Angaben von Lutz, 
die ich in den Berichten der deutschen botanischen Gesellschaft 1900, 
Bd. XVII, 5. 40, Anmerkung 6 gegeben habe. 

3) A. Mayer, Lehrbuch der Gihrungschemie, 1. Auflage, >. 14. 
sowie Lintner, Handbuch der landwirthschaftlichen Gewerbe, 5. 256. 

4) Die Beweiskraft der jilteren Versuche von Knop und Wo!! 
itber die Méglichkeit der Ernaéhrung von Culturpflanzen mit Leucin und 
Tyrosin wird neuerdings angezweifelt, weil es denkbar ist, dass jrene 
beiden Amidosiiuren in den nicht sterilisirten Nihrstofflésungen vor ihrer 
Aufnahme in die Pflanzen unter Ammoniakbildung zersetzt worden sini. 

5) Man vergleiche auch A. Emmerling’s Studien iiber die Fiweiss- 
bildung in der Pflanze (Landw. Versuchsstationen, Bd. XXXIV, 5. 1. 


a 

ay 
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Constitution dieser Produkte oder in anderen Eigenschaften 
derselben, z. B. auch in ihrem osmotischen Verhalten liegen. 
Fir den Transport im Saftestrom kann die Pflanze, so miissen 
wir annehmen, nicht jede in ihrem Stoffwechsel entstandene lis- 
liche Stickstoffverbindung gebrauchen: es kann uns daher nicht 
iiberraschen, wenn Umformungen solcher Verbindungen. statt- 
finden. Das Gleiche gilt ja auch fiir die stickstofffreien Pflanzen- 
bestandtheile. So sehen wir, dass gewisse losliche Kohlen- 
hydrate (Lupeose ete.) in der Pflanze in andere Formen, z. B. 
in Rohrzucker umgewandelt werden.') Die Bildung dieser 
Zuckerart weist noch in anderer Beziehung eine Analogie mit 
der Asparaginbildung auf. Wir finden den Rohrzucker, den 
wir doch gewiss als einen in der Pflanze leicht verwendbaren 
Reservestoff anzusehen haben, in kleiner Quantitiit in vielen 
Pilanzensamen, und zwar scheint er vorzugsweise im Blatt- 
und Wurzelkeim enthalten zu sein (bestimmt nachgewiesen ist 
dies beim Weizenkorn). Wihrend der Keimung der Samen 
sehen wir den Rohrzucker an Quantitéit sich nicht verringern, 
sondern sogar zunehmen, wihrend dagegen andere lOsliche 
Kohlenhydrate gleichzeitig an Menge abnehmen. Auf den 
ersten Blick kénnte man denken, dass die Pflanzen nur die 
letzteren Kohlenhydrate, nicht aber den Rohrzucker, fiir Wachs- 
thumszwecke verwendet haben; diese Schlussfolgerung wiirde 
uber gewiss eine irrige sein, gerade so wie es nach meiner 
Ansicht auch unrichtig ist, aus der Nichtabnahme des Asparagins 
in jungen Papilionaceenpfliinzchen zu schliessen, dass hier das 
Asparagin nicht zum Verbrauch gelange. 

Wie ich im Vorigen gezeigt zu haben glaube, ist die An- 
hahme, dass in den Keimpflanzen auf Kosten anderer Produkte 
des Eiweissumsatzes Asparagin sich bildet, nicht nur eine gut be- 
griindete, sondern sie ist auch nothwendig fiir das Verstiéndniss 
der an den Keimpflanzen gemachten Beobachtungen. Ich méchte 
hier nur noch darauf aufmerksam machen, dass auch die an 


!) Man vergleiche unsere Untersuchungen iiber die Verbreitung 
des Rohrzuckers in den Pflanzen und iiber seine physiologische Rolle. 
Diese Zeitschrift, Bd. XX. S. 511 und Bd. XXVII, S. 267. 

20* 


4G 
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normalen Keimpflanzen beobachteten Erscheinungen eine starke 

Stiitze fiir diese Annahme bilden. Da wir das Asparagin als 

ein fiir die Eiweisssynthese in der Pflanze sehr geeignetes 
Material anzusehen haben, so wiirde ohne die obige Annahme f 
es geradezu riithselhaft sein, dass normale, lebhaft assi- 
milirende Pflinzchen sehr reich an Asparagin sind, wiihrend 
in ihnen Amidosiiuren und Hexonbasen theils nur sehr 
geringer Menge vorhanden sind, theils ganz fehlen., 

Dass die Bildung von Asparagin auf Kosten anderer Ei- 
weisszersetzungsprodukte ein fiir die Pflanze niitzlicher Vor- 
gang ist, kann man im Hinblick auf die im Vorigen mitgetheilten 
Thatsachen wohl annehmen. Wie dieser Process in der Pflanze 
verliuft, dariiber lassen sich zur Zeit nur Vermuthungen iiussern. 
Da wir aber nicht daran zweifeln kOnnen, dass die Pflanze 
befiihigt ist, Umformungen sowie Synthesen complicirt  zu- 
sammengesetzter organischer Verbindungen mit Leichtigkeit 
auszufiihren, so kann die Annahme einer Umwandlung von 
Leucin, Tyrosin und anderen Stickstoffverbindungen in Asparagin 

| im pflanzlichen Stoffwechsel kaum auf Bedenken  stossen., 

| Dass héchstwahrscheinlich das in manchen Keimpflanzen 

| sich anhiufende Glutamin die gleichen Functionen im pflanz- 
lichen Stoffwechsel zu erfiillen vermag, wie das Asparagin, 
ist in der ersten Abhandlung von mir ausgesprochen worden: 
im Vorigen habe ich von diesem Amid nur deshalb nicht ge- 
sprochen, weil dasselbe in den Keimpflanzen der Papilionaceen 
fehlt oder doch nur in sehr kleiner Quantitiit. vorhanden. ist. 
In den glutaminreichen Keimpflanzen von Cucurbita pepo und 
Ricinus communis habe ich neben Glutamin Amidosiiuren 
(Leucin, Tyrosin) und Arginin nachgewiesen; dass die An- 
hiiufung des Glutamins von einem Verbrauch anderer Eiweiss- 
zersetzungsprodukte begleitet ist, darf wohl aus den an 
Ricinuskeimpflanzen ausgefiihrten quantitativen Bestimmungen 
geschlossen werden. 

Fiir die Entscheidung der Fragen, mit denen ich mich 
in dieser Abhandlung beschiiftigt habe, sind die Keimpflanzen 
der Papilionaceen besonders giinstige Objecte. Denn in thnen 
findet wiihrend des ersten Keimungsstadiums ein sehr rascher 
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Eiweisszerfall statt. Man kann daher erwarten, ihnen 
wihrend dieses Keimungsstadiums einen betriichtlichen Theil 
der primiiren Eiweisszersetzungsprodukte noch unveriindert 
vorzulinden. Weit ungiinstigere Objecte sind die Keimptlanzen 
der Getreidearten. Nicht nur sind dieselben weit iirmer an 
Stickstollverbindungen, sondern es verliiuft auch in ihnen der 
Kiweisszerfall weit langsamer. Wenn nun auch = hier die 
primiren Eiweisszersetzungsprodukte Asparagin sich um- 
wandeln, so wird der Gehalt der Keimpflanzen an Produkten 
der ersteren Art bald ein so niedriger werden, dass der Nach- 
weis dieser Produkte aul sehr grosse Schwierigkeiten stOsst. 

Ich komme zum Schlusse. Die in meiner ersten Ab- 
handlung tiber den Eiweissumsatz in der lebenden Pflanze 
ausgesprochenen Ansichten haben durch die Versuche, deren 
esultale ich im Vorigen mitgetheilt habe, neue Stiitzen er- 
halten. Die von mir aufgestellte Hypothese, dass beim Zerfall 
der Eiweissstoffe in den Keimpflanzen uberall im Wesentlichen 
die gleichen Produkte entstehen, habe ich fiir die von mir 
unlersuchten Papilionaceenkeimpflanzen beweisen konnen: ich 
vermochte zu zeigen, dass 6—7tiigige Keimpflanzen von Vicia 
sativa, Pisum sativum, Lupinus luteus und Lupinus albus 
simmitlich Asparagin, Leucin, Tvrosin, Arginin, Histi- 
din und Lysin enthalten. Ferner habe ich nachweisen 
konnen, dass die Anhiiufung des Asparagins in den Keim- 
pllanzen von einem Verbrauch anderer Eiweisszersetzungs- 
produkte, insbesondere des Leucins, Tyrosins und Arginins, 
begleitet ist. Diese Stoffe gelangen aber nicht iiberall gleich- 
Indssig zum Verbrauch, wie z. B. daraus hervorgeht, dass bet 
Lupinus luteus auch Arginin sich ansammelt, und dass die 
dlteren etiolirten Keimpflanzen zuweilen Leucin noch in 
Aemiich betriichtlicher Quantitéit, zuweilen aber nur in’ sehr 
kleiner Menge enthalten. Aus diesen Thatsachen ist aber zu 
schiiessen, dass die wechselnde Zusammensetzung des in den 
dlteren etiolirten Keimpflanzen sich findenden Gemenges von 
das fast vollige Fehlen einzelner 
Amidosiiuren und Hexonbasen in diesem Gemenge, sowie das 
Ceberwiegen von Asparagin oder Glutamin durch die Umwand- 
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lungen verursacht werden, denen ein grosser Theil der primiiren 
Eiweisszersetzungsprodukte im pflanzlichen Stoffwechsel unter- 
liegt.!) Aus diesen Thatsachen ergibt sich zugleich die vollige 
Unhaltbarkeit der Hypothese, dass die Eiweissstoffe in den 
Keimpflanzen in Asparagin und ein Kohlenhydrat zerfallen. 

Jekanntlich glaubt man, dass beim Eiweisszerfall 
Thierkérper Amidosiiuren der fetten Reihe, aromatische Amido- 
siiuren und Hexonbasen als Vorstufen des Harnstoffs sich 
bilden: wie aus ihnen spiiter Harnstoff entsteht, dariiber kann 
man sich auf Grund der Arbeiten E. Drechsel’s?) und Anderer 
eine Vorstellung machen. Jene Stickstoffverbindungen, deren 
Entstehung beim Zerfall der Eiweissmolekiile im) Thierkorper 
fiir sehr wahrscheinlich gehalten wird, sind in’ den Keim- 
pfllanzen mit Sicherheit nachgewiesen worden: sie finden sich, 
wie ich gezeigt habe, in 6—7tiigigen Papilionaceen-Keim- 
pllanzen neben einander vor. Daraus ist aber ersehen, 
in welcher Weise hier der Abbau der Eiweissstotfe erfolet. 
Man wird den beziiglichen Process fiir eine hydrolytische 
Spaltung erkliiren  diirfen, so lange, als man die zu den 
gleichen Produkten fiihrenden Zersetzungen der Eiweissstotie 
durch Siuren und durch Trypsin als hydrolvtische Spaltungen 
betrachtet. 


Anhang. 


Nachdem nachgewiesen ist, dass in) Papilionaceen-heim- 
pflanzen, deren Vegetationsdauer nur eine Woche betragen 
hat, Leuein, Tyrosin und Hexonbasen neben Asparagin 
regelmiissig auftreten, muss die Frage nach dem Agens, dis 
in den keimenden Samen die Eiweissstoffe zum Zerfall bringt, 


1) Doch halte ich es fiir mbglich, aber zur Zeit fiir unbewlesen, 
dass ein ungleicher Abbau der Eiweissmolekiile einen Theil der Unter- 
schiede bedingen kann, die sich hinsichtlich des Gehalts an Amido- 
siiuren ete. zwischen verschiedenen Keimpflanzenarten finden ich 
verweise auf die Aeusserungen, die ich dariiber in dieser Zeitschri't. 
Bd. XXVI.. 426 ff., gemacht habe). 

2, Man vgl. E. Drechsel, der Abbau der Eiweissstoffe, Archiv 
fiir Anatomie und Physiologie, Physiolog. Abtheilung, 1891, S. 248-254 


aq 
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sich wieder aufdrangen. Es liegt nahe, zu vermuthen, dass 


jene Eiweisszersetzungsprodukte der Wirksamkeit eines trypsin- 


artigen Enzyms ihre Entstehung verdanken. Einer solchen 
Annahme stehen aber die Ergebnisse entgegen, zu denen 
R. Neumeister?!) in seiner auch von mir?) friiher schon 
erwihnten Untersuchung gelangte. Dieser Forscher  suchte 
die Absorbirbarkeit eiweissl6sender Enzyme durch frisches 
Blutfibrin zur Abscheidung solcher Enzyme aus den Pflanzen- 
extracten za verwerthen. In manchen Keimpflanzen konnte 
er auf diesem Wege in der That ein eiweisslOsendes Enzym 
nachweisen: aber gerade bei den Keimpflanzen von Papilio- 
naceen (Lupine, Wicke und Erbse) erhielt er negative Resultate 
und schliesst daraus, dass bei diesen Objecten ein’ solches 
Enzvm_ fehlt. 

Zu der entgegengesetzten Schlussfolgerung ist Green?) 
durch die von thm an Lupinenkeimpflanzen gemachten Ver- 
suche gekommen: er erklirt, dass diese Keimpflanzen ein 
eiweisslosendes Enzym enthalten. Neumeister (loc. cit.) hilt 
(rreen's Versuche nicht fiir beweisend und meint, dass die 
verdauende Wirkung des von Green verwendeten Glycerin- 
extracts aus Lupinenkeimpflanzen auf Rechnung der zugefiigten 
Salzsiiure zu setzen sei: denn auch 0.2% o1ige  Salz- 
siure vermdge ohne Gegenwart von eiweisslésendem Enzyin 
aufgequollenes Fibrin’ bei Korpertemperatur langsam unter 
Peptonbildang zu Doch ist darauf hinzuweisen, dass 
(rreen Kontrolversuche ausfiihrte, um sich gegen einen Irr- 
thum solcher Art zu sichern, und dass er ferner die Bildung 
krystallinischer Zersetzungsprodukte bei Einwirkung seines Gly- 
cerinextracts auf Eiweissstoffe beobachtete — eine Erschein- 
ung, die doch wohl nicht der Wirkung der 0,2° oigen Salzsiiure 
zugeschrieben werden kann. 

Um einen Beitrag zur Losung dieser Frage zu liefern, 
hat W. Butkewitsch in meinem Laboratorium Versuche nach 


1) Zeitschrift fiir Biologie, 1894, S. 447. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 420, Anmerkung 2. 
3) Proceeding’s Royal Society, 1890, Bd. 41, S. 466. 


— 312 — 


einem Verfahren angestellt, welches von den bisher ange- 
wendeten verschieden ist. Diese Versuche, tber deren Re- 
sultate vor Kurzem schon eine vorliiufige Mittheilung!) erfolgt 
ist, scheinen zu einer volligen Bestéitigung der Schlussfolgerung 
Green's zu fiihren, Demnach scheint das von Neumeister 
zur Abscheidung des eiweisslOsenden Enzyms aus den Extracten 
angewendete Verfahren fiir die Keimpflanzen der Papilionaceen 
nicht brauchbar zu sein. 

Ks ist zu hoffen, dass die von Butkewitsch in Aussicht 
genommene Fortsetzung seiner Versuche zur volligen Auf- 
kliirung dieser Frage fiihren wird. Von grossem  Interesse 
wird es sein, zu priifen, ob das in den Papilionaceen-Keim- 
pllanzen vorhandene Enzym  Asparagin zu bilden vermag. 
Green gibt an, dass unter den durch dieses 
Kiweissstoffen gebildeten Produkten asparaginaéhnliche Krystalle 
sich vorfanden; doch gibt er keinen beweis dati, dass diese 
Krystalle wirklich Asparagin gewesen sind, 

Sowohl in dieser Abhandlung als auch frither schon habe 
ich es fiir moglich erkliirt, dass ein Theil des in den WKeim- 
pllanzen sich vorfindenden Asparagins bet der Spaltung der 
Kiweissmolekiile direkt) entstanden ist. Letzteres wiirde als 
bewlesen zu betrachten sein, wenn es geliinge, zu zeigen, diss 
ber Einwirkung des in den WKeimpflanzen enthaltenen 
auf Eiweissstoffe Asparagin entstelit. Die bis jetzt hier aus- 
gefiihrten Versuche haben keine Entscheidung dieser Frage 
gebracht, ihre Resultate scheinen aber schon vollstiindig die 
Annahme auszuschliessen, dass jener Quelle eine bedeutende 
Asparaginmenge entstammt. 


1) Berichte der d. Botanischen Gesellschaft, 1900, Juni-Heft. 
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Zur Aciditatsbestimmung des Urins. 
Von 
Dr. Otto Naegeli, 
gew. Assistenzarzt der Klinik. 
Z. Z. I. Assistenzarzt der medic. Poliklinik in Ziirich. 


‘Aus der medicinischen Klinik der Universitat Bern {Prof. Sahli). 
(Der Redaction zugegangen am 29. Juni 1900.) 


Die Bestimmung der im Urin  ausgeschiedenen  Siiure- 
menge hat fiir den Einblick in eine Reihe von Krankheiten 
eine hervorragende theoretische wie praklische Bedeutung. 
Kine exacte Bestimmung der Acidose bei Diabetes,  Gicht 
und anderen Stoffwechselkrankheiten, tiberhaupt die Kenntniss 
der durch den Eiweisszerfall entstehenden 
wire fiir Diagnose, Prognose und Therapie von nicht zu 
unterschiitzendem Werthe. Dennoch liegen bisher nur wenige 
Untersuchungen auf diesem Gebiete yor, indem die meisten 
Autoven in Folge vermeintlicher oder vorhandener Schwierig- 
keiten sich tiberhaupt von einem tiefen Eingehen auf 
Aciditiitsuntersuchungen haben abschrecken lassen, der 
Voraussetzung, dass den bisher geiibten Methoden eine ge- 
niigende Sicherheit der erhaltenen Resultate abgehe, und 
dass die Technik der Acidimetrie des Urins erst noch gefunden 
werden miisse. 

Die folgenden Untersuchungen bezweckten eine eingehende 
hochmalige Priifung der bisher geiibten und vorgeschlagenen 
Methoden der Acidimetrie des Urins und sollten dazu fiihren, 
cine fiir klinisch praktische Zwecke geniigende und miglichst 
eintache Bestimmung zu finden und ihre fiir diesen Zweck 
ausreichende Genauigkeit zu beweisen. Es war nun allerdings 


nach den bisherigen Arbeiten vorauszusehen, dass die Aut{- 
findung einer vollkommen exacten Methode der Aciditiits- 
bestimmung fiir eine derart complicirte Lésung, wie sie der 
darstellt, auf ausserordentliche,  vielleicht unlésbare 
Schwierlgkeiten stossen wiirde; allein es haften allen unsern 
Untersuchungsmethoden gewisse Fehler an, und dennoch lassen 
wir uns vor ihrer Anwendung nicht abschrecken, sofern ihre 
Resultate nicht allzu sehr von der mathematischen Grosse 
abweichen. Ganz ahnlich kénnte es sich auch in Betretf der 
Schwierigkeit, exacte Resultate zu erzielen, bei der Aciditiits- 
hestimmung des Urins verhalten, die bisher fast ausschliesstich 
vom theoretischen Standpunkt aus gepriift und, wie ich. spiiter 
zeigen, werde, meist wegen Fehler als unbrauchbar verworten 
wurde, die fiir praktisch klinische Zweeke kaum eine Rolle 
spielen. Wenn es aber gelingen sollte, eine Untersuchungs- 
technik zu schaffen und zu begriinden, deren Fehler nicht 
grosser sind als diejenigen, welche wir bet den andern in 
der practischen Medicin tiblichen Methoden tagtiiglich begehen, 
so wirde nichts im Wege stehen, diese Aciditiitsbestimmung 
des Urins der Praxis einzuverleiben. Die folgenden, aut der 
medicinischen Klinik in’ Bern ausgefiihrten Untersuchungen, 
ihre kritische Besprechung und sorgfiiltige Berechnung 
ihrer Fehler mogen einen Einblick gestatten, wie weit wir 
dem vorgestreckten Ziele nahe gekommen. sind. 

Die ersten Versuche, sich tiber den Siiuregrad des Urins 
Rechenschaft za geben, wurden wohl mit allgemein 
gebriituchlichen Lackmuspapier angestellt.. Man musste sich 
indessen sehr bald iiberzeugen, dass damit) etwas Zuyer- 
liissiges nicht gewonnen werden konnte, weil das I. und il. 
Alkaliphosphat,!) durch deren Anwesenheit die Reaction des 
Urins hauptsiichlich bedingt wird,  jedes fiir sich, und zwar 
entgegengesetzt, auf Lackmus reagiren. In Betreff einer atis- 
fiihrlichen Erérterung dieses Verhaltens verweise ich auf den 
spiitern Abschnitt der Phosphattitration. 

Im Folgenden sind primiire, secundiire und _ tertiire (normale 


Salze. d. h. solehe, in denen ein. zwei oder drei Wasserstoffatome durch 
Metalle ersetzt sind. als I. Il. und IIL. Salz bezeichnet. 
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Es wire nun offenbar das Niichstliegendste gewesen, an 
Stelle des principiell unbrauchbaren Lackmus nach andern 
empfindlichen Indicatoren zu suchen, welche jenes so stirende 
Verhalten des Lackmus gegeniiber den beiden Phosphaten nicht 
besitzen. Dies ist indessen nur in geringem Grade geschehen. 
Man hat versucht, durch Tinct. Coccionellae oder Phenol- 
phthalein oder Corallin (Rosolsiiure) bessere Resultate zu ge- 
winnen; allein thatsiichlich eingebiirgert hat sich keines dieser 
Mittel, und es fehlte nicht an Stimmen, welche gegen die 
Anwendung derselben Opposition erhoben, insbesondere waren 
es die folgenden Factoren, welche die Brauchbarkeit der 
genannten Indicatoren verunmoglichen sollten: die Eigenfarbe 
des Harns, die Einwirkung der Carbonate und Ammonium- 
salze, die alkalischen Erden: dariiber spiiter ! 

Kine grossere Arbeit von Freund und Toepfer (Zeit- 
schrift. f. physiol. Chemie, Bd. XIX) suchte allerdings durch 
eine ganze Menge von Indicatoren und die Empfehlung ihrer 
Zuverlissigkeit die empfundene Liicke auszufiillen. Vor Allem 
sollte das Alizarinroth S (alizarinsulfonsaures Natron) durch 
seine Farbeniinderungen bei den verschiedensten  Reactions- 
verliiufen Aufschluss iiber Aciditiit und Alkalescenz zu geben 
im Stande sein. 

Es wird unten bei der Titration der verschiedenen Salze 
Gelegenheit sich finden, auf diese von Freund und Toepfer 
empfohlenen Indicatoren und ihre Genauigkeit  zurtickzu- 
kommen, Hier gentigt es anzuftihren, dass bisher keine der 
von den beiden Antoren empfohlenen Methoden sich Aner- 
kennung zu verschaffen gewusst hat, und dass auch sie zum 
Theil lebhafter Opposition begegnet sind. 

Es entstand jetzt allmiihlich mehr und mehr die Ansicht, 
dass es wegen bedeutender Schwierigkeiten wohl iiberhaupt 
nicht gelingen werde, auf diesem Wege der Titration mittelst 
Indicatoren zum Ziele zu gelangen, und man sah sich deshalb 
nach Methoden um, die auf andern Principien basirten. 

Kine solche auf ganz anderer Ueberlegung beruhende 
Hestimmungsart ist die sogenannte Maly sche Methode 
Zeitschrift. f. analyt. Chemie, Bd. 15 S. 417.)  Dieselbe hat 
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den Zweck, die Phosphorsiiure durch einen Process doppelter 
Wahlverwandtschaft an Baryum gebunden als Ba,(PO,), in 
unloslicher Form aus der Losung zu entfernen und ihre 
Stelle durch eine aquivalente Menge einer der Titration 
keine Schwierigkeit bereitenden Siure (Salzsaure) einnehmen 
zu lassen. Das Genauere der Methode vergl. S. 325. 

Diese Methode ist in den Lehrbiichern ziemlich giinstig 
kritisirt ; ihre Fehler sind bis in die neueste Zeit als gering 
bezeichnet worden: man kann aber nur selten finden, dass 
sie in die Praxis der Harnaciditiitsbestimmung Eingang  ge- 
funden hat, und wie ich spiiter darlegen werde, ist dies auch 
nicht zu bedauern, 

Spiitter hat Lieblein (Zeitschrift physiolog. Chemie, 
Bd. 21) ein anderes Procedere vorgeschlagen, nachdem er allen 
bisher geiibten Methoden zu grosse Ungenauigkeit vorgeworten 
hat. Er glaubte beweisen zu kOnnen, dass die ganze Acidditii 
des Harns nur von der Menge des [. Phosphates abhingig sei, 
und dass ein Zufiigen von Siiure zum Harn in entsprechender 
Menge Il, Phosphat in I. verwandle. Die Menge des [. Phos- 
phates driicke also die Harnaciditiit aus, und zu seiner 
Krmittling empfahl er die getrennte Bestimmung der beiden 
Phosphate. Es geschieht dies, indem nach der bekannten 
Uranmethode zuerst) die) Gesamimtphosphorsiiure und nachher 
in einer andern Probe nach dem = Verfahren von Freund 
(Centralblatt: fiir medicin. Wissensch., 1892) das IL Phospnat 
mit BaCl, als Baryumsalz niedergeschlagen abfiltrirt und 
darauf im Filtrat) wiederum mit der Uranmethode das 
I. Phosphat, das allein in Losung geblieben, berechnet wird. 

Auch diese Bestimmung soll in einem spiitern Abschinilt 
gepruft und beurtheilt’ werden. 

In neuester Zeit) sind noch mehrere andere Verlahren 
vorgeschlagen worden, die meist Phenolphthalein als Indicator 
gebrauchen. L. de Jager, Ueber die Reaction des Harnes 
Zeitschrift f. physiol. Chemie Bd. XXIV) empfiehlt, Urin mit HC! 
und BaCl, zu versetzen, wodurch die Sulfate ausgefillt und 
abtiltrirt werden kénnen. Dem Filtrat, das BaCl, enthil! 
neben NaH,PO,, wird jetzt Alkali zugegeben, bis Il. Barywn- 
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phosphat ausgefallt wird. Aus der Differenz des hierzu nodthigen 
Alkalis und der vorher zugesetzten Siituremenge resultire der 
Siiuregehalt des Harns. Auf das Princip dieser Methode werde 
ich zuriickkommen. Oliviero (Rep. de Pharmac., 1897, 7) 
titrirt den Harn direkt mit !/100 Normatkalilauge und beniitzt 
als Indicator Phenolphthalein. Das von Strobel construirte 
Urinacidimeter verwendet eine graduirte Roéhre,  Phenol- 
phthalein und 4/10 Normalkalilauge. Berlioz Lépinois und 
Michel (Chem. Ztg. Repertor., 1897) endlich setzen dem 
Urin Kalilauge zu titriren den Ueberschuss  derselben 
unter Verwendung von Phenolphthalein als Indicator mit Salz- 
siiure. Die Harnaciditiit driicken sie in Gramm Salzsiiure aus. 

Bevor wir auf alle diese Bestimmungen eingehen, wollen 
wir uns zuniichst Rechenschaft geben, was fiir Salze im Urin 
vorkommen, die fiir die Aciditiitsermittlung in Betracht kommen. 


Salze des Urins. 

Ueber die Mengenverhiittnisse der wichtigsten anorganischen 
Siiuren und Basen im normalen Urin gibt eine Arbeit von 
Stadelmann (Archiv fiir experim. Pathologie, 17, 435) einen 
schiitzenswerthen Aufschluss. 

Darnach enhielte der Tagesurin (Mittel aus einer 
Dtigigen Periode) 

9.850 ¢ Cl 2,779 SO, 4,059 PO, — 0,405 C,H,N,O, (Harnsiure). 
2.583 » K 5.478 Na 0,633 NH, — 0,040 Ca 0,088 Mg. 

Wenn wir aber, was fiir die Acidititsfragen wichtig ist, 
diese Zahlen auf Aequivalenzwerthe umrechnen, so sind die- 
selben, H,SO, als normales und H, PO, als II. Salz ange- 
nommen, die folgenden : 

0,277 Cl 0,058 SO, 0,085 PO,*) — 0,003 C,H,N,O, 
0,066 K 0,238 Na 0,035 NH, 0,002 Ca 0,007 Mg. 

Das Natrium geniigt nicht ganz, um alles Cl zu binden. 
Die Summe der Siiureiiquivalente iibersteigt also die der Basen- 
‘iquivalente. Dabei ist das Aequivalenzverhiltniss fiir PO, etwas 
zu hoch berechnet, weil im Urin auch I. Phosphat vorkommt. 


') In Huppert (Neubauer und Vogel), Harnanalyse 1898 entspricht 
der angegebene Aequivalenzwerth der PO, 0,043 dem I. und nicht, wie 
die Angabe lautet, dem II. Phosphat. 
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Von organischen Siituren kommen im_ normalen 
Menschenharn ausserdem noch vor, und vermehren also die 
Menge der Siiureniiquivalente: Kohlensiiure, Hippursaure. 

Die Kohlensiiure findet sich im Harn theils als freie 
CO,, theils als Carbonat. Im Liter Urin ist nach Planer 
(Zeitschrift der Gesellsch. der Wiener Aerzte 1859, 465) im 
Mittel 63 cem. auspumpbare und cem. gebundene 
Kohlensiiure vorhanden: nach Pfliiger (Pfliiger’s Archiv bd. 2. 
S. 115) betragen diese beiden Werthe 180 und cem. 
Die grosse Differenz zeigt, wie sehr die Angaben der Autoren 
von cinander abweichen. Ueberhaupt sind wir tiber die Car- 
bonate und die Kohlensiiure des Urins noch ganz ungentigend 
orientirt. 

Die Kohlensiiure kann als I. oder als I. Salz vorkommen. 
Das |. Salz bildet leicht durch Umsetzung mit dem [. Phosphat 
Kohlensaiure und UH. Phosphat. 

Ammoniumearbonat liisst’ schon bei gewOhnlicher Tem- 
peratur Kohlensiiure und Ammoniak entweichen., 

Kiir die Acidimetrie sind sodann folgende Verhiiltnisse 
der Phosphate von Bedeutung. 

lm Harn kommt I. neben IH. Phosphat vor. Die Mengen- 
verhiiltnisse derselben wechseln sehr und kommen fiir die 
Aciditiit und die Sedimentbildung des Urins sehr in Betracht. 
Urine, die viel I. Phosphat enthalten, sind stark sauer. Dabei 
ist es fiir die Aciditiit fast gleichgiiltig, ob gleichzeitig viel 
oder wenig Il. Phosphat vorhanden ist. 

Von der Menge des |. Phosphates héngt erster 
Linie die Aciditiit eines Harns ab, indessen nicht ausschiliess- 
lich, wie Lieblein (1. ¢.) glaubt, da auch noch andere saure 
Verbindungen vorkommen (vergl. Ritter, Zeitschr. f. Biologie, 
L897, S. 169), Sulfate und Urate. 

Wird einem Urine freie Siiure zugefiigt, so verhill 
er sich wie eine Mischung von I. und Il. Phosphat, indem 
zuerst alles IH. in I. verwandelt wird, bevor freie Siiure auftrilt. 

In analoger Weise entsteht auf Zusatz von freiem 
Alkali erst aus I. Phosphat das II. 

Beim Uebersiittigen einer Mischung von sauren (und 
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eyentuell daneben auch Il. Phosphaten von Na, K, Mg, Ca 
mit freiem Alkali fallen die alkalischen Erden zuniichst aus 
als Il. Phosphate. 

Wird das I. Phosphat einer alkalischen Erde mit 
NaQH behandelt, so entsteht II. und UI. Phosphat der alka- 
lischen Erde. 

Mit den Salzen der alkalischen Erden, z, B. BaCl,, 
das neutral reagirt, entsteht aus I. Natriumphosphat das 
I. Baryumphosphat, das in Losung bleibt, aus Il. Natrium- 
phosphat aber entsteht Il. Baryumphosphat, das als Nieder- 
schlag ausfallt. 

Wird nun einer Lésung des 1. und Il. Alkaliphosphates 
das Salz einer alkalischen Erde zugefiigt, so erfolgt ein Nieder- 
schlag des entsprechenden Erdalkalisalzes aus dem I. Alkali- 
salz. Diese Umsetzung erfolgt aber nicht quantitativ. Dies 
geschieht angeblich nur bei saurer Reaction der Fliissigkeit 
(Huppert, Neubauer und Vogel, Harnanalyse). 

Wie sich hierbei das J, Alkaliphosphat verhilt, ist  bis- 
her nicht gezeigt worden. Ich werde auf 5. 331 darauf ein- 
gehen. 

Mit sehr stark iiberschiissigen Alkalien bilden 
Phosphathbsungen endlich tertiiire und basische Phosphate, 
z. Bb. 2 Ba,(PO,),:Ba(OH), (Lieblein). 

Die Chloride bieten nichts Besonderes. 

Die Sulfate kommen vor als saure I. und als neutrale 
Salze; ausserdem ist ein Theil und zwar etwa als 
iitherschwefelsaure Salze im Urin enthalten. 

Ueber die Menge der im Urin enthaltenen sauren Sul- 
fate vermisst man jede Angabe. Wegen der grossen Affinitit 
der Schwefelsiiture zu den Alkalien diirfte indessen die Menge 
der sauren Sulfate eine sehr geringe sein. 

Harnsiiure enthiit der menschliche Urin etwa 0,2—-1,2 ¢ 
im Tage. Im frischen Urin groésstentheils als Biurat vorhanden, 
entstehen je nach der Menge der gleichzeitig vorhandenen 
sauren I, Phosphate Umsetzungen, wobei ein Theil der harn- 
sauren Salze als freie Harnsiiure und als Tetraurat ausfiilt. 
Dariiber, sowie tiber die Rolle, welche dabei das II. Natrium- 
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phosphat spielt, vergleiche die wichtige bereits citirte Arbeit 
von Ritter. 


Wesen der Aciditaitsbestimmung. 


Die Aciditiitsbestimmung bezweckt in erster Linie. den 
Ueberschuss der Siiureiiquivalente iiber die Baseniiquivalente 
zu ermitteln, denn das ist die Aciditit des Urins im ge- 
wOhnlichen Sinne. Wenn wir also einer bestimmten Harn- 
menge soviel ‘10 Normallauge zusetzen, bis neutrale Reaction 
erzielt ist, so wissen wir, dass die gefundene Alkalimenge der 
liberschiissigen 1/10  gleichkommit. 
Daraus liisst sich dann mit Leichtigkeit die fiir den Tagesurin 
nothige Alkalimenge und daraus endlich die Gesammetaciditiit 
pro die berechnen. Dieselbe wird dann vortheilhaft in Grammen 
reiner Oxalsiiure oder Salzsiiure ausgedriickt. 

Man titrirt also auf den Neutralisationspunkt.  De- 
runter verstehe ich jenen Punkt einer Salzlosung, bet welchem 
auf Zusatz einer Spur Siiure die L6sung gegeniiber Indicatoren 
sauer und auf Zusatz einer Spur Base alkalisch reagirt. Als 
hester Indicator hat sich dafiir Phenolphtalein herausgestellt, 
weil derselbe fiir SalzlOsungen dem theoretisch auf chemischem 
Wege ermittelten Neutralisationspunkte ungemein nahe kommt. 

Die Aciditiit ist also der Ueberschuss der Siituremengen 
einer Losung tiber ihren Neutralisationspunkt. 

Mit der Bestimmung der Harnaciditiit, die also einen 
relativen Begriff darstellt, ist tiber die vom Koérper ausgeschiedene 
Siiuremenge selbst noch gar nichts gesagt. Wenn der Urin 
sehr viel Siiuren enthilt, dabei aber auch gleichzeitig viel 
Alkalien, so kann seine Aciditit gering sein und durchaus 
nicht auf eine grosse Menge ausgeschiedener Siiuren schliessen 
lassen. In diesem Falle kann erst die gleichzeitige Bestimmung 
der Basen uns iiber die thatsiichliche Menge der Siiuren 
aufkliren., 

Zur Ermittelung der Aciditit sollte ihrem ganzen Wesen 
nach die einfachste Methode diejenige sein, die titrimetriscli 
so viel Lauge zusetzt, bis alle sauren Salze in Neutralsalze 


verwandelt sind. 


| 


— 


Diese Bestimmung kénnte vom theoretischen Standpunkte 
aus unter 2 Bedingungen unrichtig sein: 
erstens, wenn beim Zusatz der Lauge die im Urin vor- 
handenen sauren Salze nicht einfach in neutrale verwandelt 
wiirden, sondern die chemischen Veriinderungen complicirter 
wiiren und sich gegeniiber Indicatoren nicht chemisch genau 
verrieten 
zweitens, wenn die vorhandenen Indicatoren entweder 
nicht genau die erste Bildung alkalisch reagirender Salze 
anzeigten, oder doch einen undeutlichen Farbenwechsel auf- 
wiesen, dessen Eintritt schwierig zu erkennen wiire. 
Alle diese Einwiinde sind in der That gemacht worden. 
) Den ersten derselben hat vor Allen Lieblein (1. ©.) 
hervorgehoben, und auf seine Angaben hin ist von mehreren 
Lehrbiichern die Titration der Harnaciditiit) mittelst Natron- 
lauge und Indicatoren principiell unrichtig verworfen 
worden. Der genannte Autor behauptet niimlich, dass beim 
Zusetzen von NaOH zum Urin nicht einfach das in demselben 
vorhandene JT. Calciumphosphat in Il. neutrales!) sich 
verwandle nach der Formel 
Cai H,PO,), ++ 2 NaOH = Na,HPO, + CaHPO, -+ 2 H,0, 
sondern dass complicirtere Verbindungen von wechselnder 
Z7usammensetzung  entstiinden. Walhrscheinlich denkt der 
Autor, dass auch Ill. Salze resultiren, wodurch allerdings zu 
viel Lauge verbraucht wiirde. 

Die unten angefiihrte Titration des I. Calciumphosphates 
wird indessen an Hand der chemischen Berechnung die 
Genauigkeit der Umsetzung ergeben. Aber selbst angenommen, 
dass bei der Anstellung der Probe am Urin complicirtere 
Verbindungen resultirten und, wie Lieblein anzunehmen 
scheint, sogar gleichzeitig mit sauren Phosphaten in Lésung 
vorkommen_ sollten, so kénnten dieselben doch nur_ basisch 
sein und miissten sich ihrer Alkalescenz gemiiss gegeniiber 


1) Na, HPO, ist nicht neutral, andere II. Phosphate z. B. des Ca 
sina es; daher bezeichnet man wohl die II. Salze als neutral. Es kann 
dies aber nur den Sinn haben, dass sie in der Mitte zwischen sauren 
und basischen Salzen stehen (theoretisch neutrale Salze). 
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Phenolphtalein ausdriicken. Es will mir aber scheinen, dass, 
wenn nicht mehr Lauge angewandt wird, als zur Bildung der 
I. Salze nothig ist, solche basische Verbindungen gar nicht 
entstehen kinnen. Wiederum angenommen endlich, dass sie 
doch moglich sein sollten, selbst noch bei Anwesenheit saurer 
Phosphate, so miisste ihre Alkalescenz die entsprechende 
Menge saurer Salze fiir den Indicator paralysiren. Nun kommt 
aber noch dazu, dass die Menge des Gesammtcalciums (s. 5. 317) 
eine ganz verschwindende ist und nicht einmal 1/150 des 
Aequivalentes von Natrium und Kalium betriigt. Erst recht 
aber muss die Menge des I. Calciumphosphates, das hier in 
Frage kommt, gering sein, so dass ein auf dieser Basis etwa 
beruhender Fehler fiir die Bestimmung an 10 ccm. Urin fiir 
unsere Methode liingst unmessbar wiire, selbst wenn man ihn 
noch als bestehend anniihme, was mir keineswegs als bewiesen 
erscheinen. will. 

Ganz iihnlich verhiilt es sich mit der nur in etwas 
andere Form gekleideten These Lieblein’s, dass die Titration 
des Harns mit Lauge nicht gelingt wegen des Ausfallens der 
alkalischen Erden, indem aus einer Mischung von Na-, K-, 
Ammonium-, Mg-, Ca-Phosphaten zuerst die Erdalkalien aus- 
fallen. Wie Lieblein selbst angibt, fallen Ca und Mg als 
I]. Salze aus, was gar nichts ausmacht, so lange nicht 
Ill. Phosphate der Erdalkalien gebildet werden. Erst wenn 
auch alle Alkaliphosphate der ersten Gruppe in II. Phosphate 
verwandelt sind, beginnt alkalische Reaction, dem = Ueber- 
schreiten des Neutralisationspunktes entsprechend. Selbst 
wenn man noch zugeben will, dass Phenolphtalein gegeniiber 
diesen Salzen nicht so scharfe Reaction gibt, so sind doch 
diese Erdalkalien im Harn in so verschwindender Menge vor- 
handen, dass ein daraus entstehender Fehler unsern Methoden 
vollig entginge und praktisch ausser jede Beriicksichtigung fiele. 

Stehen also dem Princip der Acidimetrie des Urins keine 
Schwierigkeiten entgegen, so treffen dafiir die Anwendung 
des von mir spiiter als einzig geeignet empfohlenen Phenol 
phthaleins wiederum eine Reihe principieller Einwinde. 
Der Indicator soll ungeeignet sein, weil er durch Kohlenséure 
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; beeinflusst werde, so dass bei Zusatz von Siure zu Carbonaten 
saure Reaction gegeniiber Phenolphthalein schon eintritt durch 
die freiwerdende CO,, bevor die Base ganz an die zugesetzte 
Siiure gebunden wird. In Folge dessen ist in der That das 
Phenolphtalein nicht geeignet, um das Auftreten freier Siéure 
zu bestimmen, weil CO, schon auf dem Wege der Umwandlung 
des Il. Salzes frei wird, bevor neben ausschliesslich sauren 
|. Salzen die erste freie Saure auftritt. 

Vergleichen wir nun die Titration der Carbonate, so gibt 
in der That Phenolphthalein die in Losung befindliche CO, an. 
Dies ist aber ein ganz ausgezeichneter Vortheil! (Vergl. 
Titration der Carbonate 5. 342). Die Kohlensiiure der Car- 
bonate spielt ja die Rolle einer Saure; denn es kommt tur 
die Feststellung der Aciditét nicht darauf an, ob eine Sadure 
stark oder schwach sei, sondern darauf, dass sie Alkalien 
hinde, und dies thut eben die Kohlensiiure. Wiire es namlich 
nicht der Fall, so miisste ja der Aequivalenzwerth der Alkalien 
steigen, der Harn wiire weniger sauer, die Menge der sauren 
Salze wiirde vermindert. So wird in der That durch die 
Zersetzung der Carbonate beim Stehen des Harns CO, an 
die Luft abgegeben (Huppert, Harnanalyse), die sauren 
Phosphate und Urate nehmen dementsprechend ab und es 
entstehen Il. Salze. Dies diirfte geniigen, um die Bedeutung 
der Carbonate richtig zu beurtheilen. 

Fiir die Acidimetrie des Urins kommt aber die ganze 
» Frage wegen der Kohlensiiure gar nicht in Betracht, weil ja 
beim Zusetzen von Alkali kein CO, frei wird. Ein Einwand 
gegen die acidimetrische Bestimmung kann also von dieser 
Seite aus nicht gemacht werden, und fiir die Alkalimetrie, bei 
der nun thatsiichlich mit diesen Verhiltnissen gerechnet 
werden miisste, ist Phenolphthalein ohne Weiteres schon un- 
gecignet, da es den Uebergang von sauren Salzen zu treier 
Suure nicht angibt. 

Es sollen ferner die Ammmoniumsalze mit Phenol- 
phtalein als Indicator nicht titrirbar sein. Der Versuch ergibt 
allerdings einen etwas weniger priignanten Farbenwechsel; 
doch kann daraus ein nennenswerther Fehler nicht entstehen. 
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Endlich ist gegen die ganze Verwendung der Indi- 
catoren der Einwand erhoben worden, dass die im Urin 
vorkommenden Salze, also vor Allem das Natriumphosphat, nur 
theoretisch neutrale,') thatsichlich aber alkalisch reagirende 
I]. Phosphate bilden. Daraus entsteht nun in der That ein 
Fehler, indem der Indicator alkalische Reaction schon etwas 
friiher angibt, als die Bildung alles IH. Phosphates vollzogen 
ist, und fiir die Berechnung des Ueberschusses der Siiure- 
fiquivalente muss der Ablauf der Reaction verlangt werden. 
Kiir die im Urin tiberhaupt vorkommenden Phosphatmengen 
(normale und pathologische Fiille mitgenommen) macht nun 
dieser Fehler) ganz wenig aus: fiir 10 etwa 
2 Tropfen = Of '10N.-NaOH. Er verwandelt sich aber 
geradezu in einen Vortheil, indem wir daraus ersehen, dass 
wir nicht auf die erste leichte Farbeninderung, sondern etwas 
dariiber hinaus titriren sollen, und dann ist der erfolgte Um- 
schlag viel leichter zu beurtheilen. Dass fiir die Titration an 
etwas dunklen Urinen daraus nur ein Vortheil resultirt, ist 
offenkundig. 

Es ist jetzt noch Einwiinden zu begegnen, die nicht wegen 
chemischer, sondern mehr wegen  physikalischer Griinde die 
Acidimetrie des Urins verunmdglichen wollten. Dahin gehort 
vor Allem die hervorgehobene st6rende Eigenfarbe des Urins. 
Dieser Einwand ist berechtigt, spielt aber eine Rolle doch 
nur in einer kleinen Zahl der Faille. liisst) sich immer 
noch durch Verdiinnung mit Aqua destillata, im Nothfall 
Filtrirung durch Thierkohle, ?) die Schwierigkeit: heben. 

Von Arbeiten tiber die Aciditiitt des Urins, welche von 
der Ansicht ausgehen, dass die angefiihrten Schwierigkeiten 
einer titrimetrischen Bestimmung der Harnaciditit theils nicht 
bestehen, theils kein absolutes Hinderniss ftir die praktische 
Verwerthung derselben bilden, erwiihne ich die beiden aus 


1) Das heisst, das Wort neutral hat mit der Reaction gar nichts 
zu thun, ist nur ein chemischer Begriff. 

2) Gewohnliche Thierkohle darf nicht beniitzt werden, da sie viele 
Basen enthiilt und stark Sdéuren bindet. Die Chemiker beniitzen deshalb 
besonders priiparirte neutrale Thierkohle. 
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hiesiger Klinik stammenden Arbeiten von Fri. Freudberg tiber 
den Einfluss von Saure- und Alkalizufuhr auf die Alkalescenz 
» des Blutes und die Aciditiit des Harns (Virchow’s Archiv 1891) 
| und yon Frl. Kalantarianz itiber den Einfluss der Nahrung 
auf die Siiureausscheidung im Harn und iiber den absoluten 
Betrag dieser letzteren unter physiologischen Verhiiltnissen 

(J. D. Bern, 189%). 
Gestiitzt auf diese beiden Arbeiten erklirt Prof. Sahli 
in seinem Lehrbuch der klinischen Untersuchungsmethoden, 
II. Auflage 1899, die Methode der Titration des Urins mit 
Phenolphthalein fir klinisch brauchbar. Ausserdem erwihne 
ich von rein titrimetrischen Untersuchungen das Werk von 
, Haig, Uric acid as a factor in the causation of discase 1897, 
welches neben mancherlei absonderlichen und unrichtigen An- 


schauungen doch auch manche interessante und wichtige That- 
sachen enthiilt. 

Die vorliegende Studie soll zu den beiden erwiihnten 
Arbeiten der Berner) medicinischen Klinik die erforderliche 
methodisch kritische Ergiinzung bilden. 

Im Folgenden sollen nun zuniichst diejenigen Methoden 
erprobi werden, welche die direkte Titrirung mit Laugen und 
Indicatoren vermeiden. Da es sich dabei gezeigt hat, dass 
diese Bestimmungsarten, sowelt sie sich in praxi gestalten, er- 
hebliche Fehler aufweisen, soll neuerdings die direkte 
) Acidimetrie gepriift werden. Es moégen zuerst reine Losungen 
| der im Urin vorkommenden Salze, dann Mischungen mit den 
verschiedenen Indicatoren auf die Genauigkeit der Acidimetrie 
untersucht werden. 


I. Die Maly’sche Methode der Aciditatsbestimmung des Urins. 
Mit Riicksicht auf die Schwierigkeiten, welche die Titration 
von Salzmischungen bietet, in denen Phosphate vorhanden sind, 
hat Maly (Zeitschrift f. analyt. Chemie 15, 417) versucht, die 
Phosphate mit BaCl, als unlésliches II Baryumsalz aus der 
Losung zu entfernen und die hierfiir néthige Alkalimenge zu 
berechnen, 


Die Ausfiihrung erfolgt in der Weise, dass zu einer nicht 
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zu concentrirten Phosphatldsung (z. B. 5 cem. des I. Na- 
Phosphates in 1°/oiger Lisung) Natronlauge zugegeben wird, 
und zwar mehr, als zur Bildung des IH. Phosphates néthig ist 
(hier z. B. 20 cem. '10 N.-NaOH) und jetzt BaCl, (z. B. 10 cem. 
10° oiger Losung) zugegossen wird. Es entsteht ein weisser 
Niederschlag des II]. Baryumphosphates, der bei der nun folgen- 
den Titration mit HCl unldslich bleibt. Es wird zuniichst die 
Mischung zum Sieden erhitzt,!) in der Hitze?) nunmehr mit 
Myo N.-HCI unter Zusetzen eines Indicators titrirt, so zuniichst 
die Menge des tiberschiissig zugesetzten Alkalis bestimmt, 
woraus dann die Differenz der verwendeten und der tiber- 
schiissigen Lauge diejenige Alkalimenge angibt, die zur Bil- 
dung des HI. Natriumphosphates als Vorstufe des TI. Baryum- 
phosphates néthig war. 

Die Methode wurde zuerst gtinstig aufgenommen und als 
genigend genau beurtheilt (Fresenius, Quantitative Analyse: 
Buchner, Miinch. med. Wochenschrift 1898, Nr. 24): Lieb- 
lein aber verwarf sie. Er zeigte, dass man zur bildung 
des Ba,(PO,), immer zu viel Lauge brauche, und zwar umso- 
mehr, als man von vornherein zusetze, indem sich Doppelver- 
bindungen des Ba,(PO,), mit Ba‘OH), bilden. Als die basen- 
reichste entsteht ber Anwesenheit von viel Lauge nach Lieb- 
lein ein Salz der Formel 2Ba,(PO,),. Zusetzen von mehr 
Lauge mache jetzt nichts mehr aus, Es liesse sich also mit Bertick- 
sichtigung dieses Fehlers die Methode doch verwerthen: allein 
bei der Ausftihrung ergaben sich Differenzen, die das ganze 
Procedere als ungeeignet erscheinen liessen, so dass Lieblein 
die Methode definitiv. verwirft. 

Ich muss mich diesen Auseinandersetzungen Lieblein s an- 
schliessen, wie ich sofort zeigen werde. 

Nehmen wir niimlich 5 cem. einer 1°/oigen Lésung von 
NalH,PO,, so erforderte die Ueberfiihrung mit BaCl, und einem 


1) Dadurch werden die Carbonate zerstirt, die CO, entweicht. 
was einen Fehler der Methode verursacht. 

2, Um die Bildung von Carbonaten durch die CO, der Luft zu 
verhindern. 
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starken Ueberschuss von NaOH (20 cem. !/10 N.-NaOQH) 7,25 cem. 
139 Normalnatron, wobei die Reaction nach den Formeln 
verliefe: 

4NaH,PO, +- 8 NaOH = 4Na,PO, + 4H,0. 

4Na,PO, + 6BaCl, = 2Ba,(PO,), + 12 NaCl. | 

Fiir die Herstellung des Lieblein’schen Salzes aber 

miisste nach dem Formelablauf : 

4Na,PO, + 7 BaCl, 2 NaOH = 2 Ba,(PO,), - Ba(OH), -+- 14 NaCl. 
2 NaOH auf 8, also 1/4 mehr verlangt werden, mithin 9,06 ccm. 
1/19 Normalnatron. 

Kin kleineres Quantum als 20 cem. NaOH gab in der 
That sofort stark divergirende Resultate: mit der angefiihrten 
Menge aber betrug die verbrauchte Natronlauge oft 9,1—9,2 ccm. 
und sprach also fir den von Lieblein dargestellten Reactions- 
verlauf. Ich muss aber bemerken, dass ich trotz des sorg- 
fiiltigsten Vorgehens mitunter stiirker abweichende Ziffern er- 
hielt, so dass es allem Anscheine nach zu noch complicirteren, 
aber inconstanten Verbindungen kommen muss, 

Suchte ich nun den entstandenen Niederschlag abzu- 
filtriren und durch sorgfiiltiges Auswaschen des Filters jeden 
Laugenverlust zu vermeiden, so ergab das Filtrat wiederum 
andere und unter sich noch divergente Resultate. Es war das 
Filtrat allerdings vollig frei von P,O,, aber die Acidimetrie 
stellte fest, dass das Filtrat gegeniiber der unfiltrirten Mischung 
um 2—2!'/2 '10 N.-NaOH iirmer war, worauf meines 
Wissens bisher nicht aufmerksam gemacht wurde. 

Wie erklart sich diese Differenz? Aus der Titration an 
der unfiltrirten Mischung und der dabei erhaltenen Grosse des 
Laugenverbrauchs geht hervor, dass selbst bei der Titration 
mit Salzsiure das Lieblein’sche Doppelsalz nicht gesprengt 
wird. Ganz selbstverstiindlich kann es bei der Filtration nicht 
zerlegt werden. Das Zuriickbleiben von noch mehr Lauge, als 
durch das Doppelsalz bedingt ist, kann daher nur_ erklart 
werden entweder durch mechanisches Zuriickbleiben von Alkali 
im Filter trotz mehrfachen Ausspiillens, oder durch die Bildung 
noch complicirterer, noch héher basischer Verbindungen, die 
aber bei der Filtration an der unfiltrirten Mischung durch HCl 
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gesprengt werden, wahrend sie bei der Filtration auf dem 
Filter zurtickbleiben. 

Dem ersten Factor ist ganz gewiss eine gewisse Rolle 
zuzuschreiben. Das geht schon aus der Inconstanz der er- 
haltenen Werthe am Filtrat, je nach der stirkeren oder ge- 
ringeren Aussptilung hervor, dann aber auch aus der vielfach 
constatirten Thatsache, dass es nicht gelingt, ein kleineres 
Fliissigkeitsquantum einer Salzlésung trotz wiederholten Nach- 
spilens ohne Verlust zu filtriren. Dass aber auch dem zweiten 
Factor eine gewisse Rolle zuzuschreiben ist, scheint mir durch 
die Grosse des Verlustes, welcher das sonst gewOhnliche Maass 
erheblich tiberschreitet, nahegelegt zu sein. 

Aus Allem aber ergibt sich die Complicirtheit des Reactions- 
verlaufes, der sich gar nicht hinreichend genau und constant 
bestimmen. liisst. 

Es sind fiir die Titration bei der Maly schen Methode 
verschiedene Indicatoren vorgeschlagen worden: Rosolsiure 
(Fresenius), Methylorange (Lieblein). besten von 
alen bewiihrte sich mir noch Phenolphthalein. 

Die analoge Titration des Na,HPO, lieferte auch un- 
hefriedigende Resultate. Untfiltrirt titrirt blieb die Menge der 
verbrauchten NaOH stets unter der berechneten Grosse: am 
Miltrat stimmte sie anniihernd, aber nicht exact fiir den Lieb- 
lein schen Reactionsablauf. 

Ich habe kaum nothig, nunmehr noch zu versichern, dass 
auch die Methode an der Mischung der Phosphate und hier 
natiirlich erst recht ungenaue und inconstante Resultate ergab, 
und dass auch bei der Anwendung fiir den Urin befriedigende 
Ergebnisse nicht erzielt’ wurden, 

So muss ich denn der Methode jeden Werth fir 
die klinische Aciditiitsbestimmung absprechen: 

sie ist nicht besonders einfach (Lieblein arbeitete 
unter Abschluss der Luft wegen der Kohlensiure 
derselben!) ; | 

der Reactionsverlauf ist complicirt und unberechenbar ; 

die erhaltenen Resultate sind ungenau und weichen 
unter sich viel zu erheblich ab: 
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die Kohlensiiture der Carbonate des Urins wird ver- 
trieben, die Menge der Siiureiiquivalente daher 
zu klein. 

Noch einen Nachtheil aber méchte ich der Methode vor- 
werfen: sie bestimmt gar nicht die eigentliche Aciditit, 
sie fiihrt ja nur das I. und Tl. Phosphat in II. und alkalische 
Verbindungen iiber. Selbst wenn nun die hierzu néthige Laugen- 
menge eine leicht zu berechnende Grosse wiire, so wiire ja 
noch immer fiir die Aciditiit des Urins gar nichts gewonnen, 
weil iiber Menge des [. Phosphates, das ja die Siiure des 
Harns im Gegensatz zum II. Phosphat ausmacht, uns immer 
noch jeder Anhalt fehlte. Die Methode bestimmt also nur die 
Basencapacitaét des Urins. 

Kine leichte Modification der Maly’schen Methode von 
Neumeister (Lehrbuch d. physiol. Chemie, Il. Aufl.), der. fiir 
die Titration das Filtrat und ausserdem statt 4/10 N.-HCI eine 
1 io N.-Schwefelsiiure gebraucht, erwies sich nach meinen Ver- 
suchen nicht als geeignet, die im Vorigen geschilderten Fehler 
vermeiden. 


II. Methode der Aciditatsbestimmung nach Lieblein-Freund 
durch Bestimmung der Phosphate. 


Nachdem ich bereits oben (S. 316) auf das Princip der 
Methode eingegangen, modchte ich hier das Specielle derselben 
austiihren, 

Die Bestimmung der Phosphate mit der Uran- 
methode gilt in allen Lehrbiichern der analytischen Chemie 
als ein ausgezeichnetes und geniigend einfaches Verfahren. 
Dasselbe gestaltet sich wie folgt: 

Man versetzt die Phosphatlésung mit 410 ihres Volumens einer 
Essigsiiuremischung (Natr. acetic. pur. eryst. 1,0 in Aq. dest. 19,0. auf- 
gelost, Acid. acetic. glac. 1,0), erhitzt zum Sieden auf dem Wasserbade 
und titrirt mit der kiuflichen Urannitratlisung (Merck, Darmstadt), von 
der 1 cem. 0,005 P,O, anzeigt. Die Titration erfolgt in der Hitze und 
ist vollendet, wenn so viel Uran zugesetzt ist, dass ein Tropfen der zu 
untersuchenden Fliissigkeit Ferrocyankalilésung, die auf einer Porzellan- 
platte ausgegossen ist, eben briiunt. Man erhitzt darauf die Fliissigkeit 
nochmals und macht die Kontrollpriifung. In neuerer Zeit wird als noch 
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zuverlassiger Tinct. Coccionellae an Stelle der Ferrocyankalis gebraucht. 
Direkt der Phosphatlésung zugesetzt, zeigt eine Grinfarbung das Ende 
der Titration an. 


Ich habe mich immer von der Exactheit der Methode 
iiberzeugen kénnen, soweit es sich darum handelt, einfach den 
P,O.,-Gehalt in einer Lésung zu bestimmen: 

10 com. 1° oiges NaH,PO, enthalten P,O;. berechnet 0,0514 g 

= 10,28 ecm. Uranlésung. Gefunden 10,25— 10,30. 

10 ccm. 1 %/oiges Na,HPO, enthalten P,O,. berechnet 0,0199 g 

== 3,98 Uranlésung. Gefunden 3,95—4,00. 
Die Mischung beider Lésungen enthilt 0,0713 g 
= 14,26 ccm. Uranlésung. Gefunden 14,25—14.30 ccm. 

Mit der Uranmethode gelingt es also, die Phosphate 
auch im Urin zu bestimmen, aber fiir die Aciditét des Harns 
ist damit allein noch nichts gewonnen. Erst wenn es gelinge, 
das I. Phosphat allein zu bestimmen, das nach allen Autoren 
fiir die Aciditiit des Urins in allererster Linie ausschlaggebend 
ist, dann wiiren wir in der Frage weiter gekommen. Dies 
sollte nun die Bestimmung der II. Phosphate nach 
Freund ermoglichen. (Centralblatt: medic. Wissenschaften, 
1892.) 

Man versetzt Na,HPO, mit BaCl,. Es entsteht ein un- 
lésliches Salz BaHPO, als Niederschlag, und zwar soll nach 
Freund die Reaction quantitativ erfolgen. Mit Nal,PO, tritt 
keine unlosliche Verbindung ein. Aus dem Gemisch der beiden 
Phosphate wird nur die Phosphorsiiure des Na,HPO, ausgefiillt. 
Aus der Bestimmung der Gesammtphosphorsiiure und aus der 
sJestimmung der bei dem Freund schen Verfahren in Losung 
gebliebenen Phosphorsiiure, die dem I. Phosphat angehort, er- 
gibt sich also aus einer Mischung des I. und II. Phosphates 
die Menge jedes einzelnen Salzes. 

Schon Freund ist nun bei der Ausfiihrung der Reaction 
aufgefallen, dass die Menge des in Loésung_ befindlichen 
ersten Salzes etwas zu gross wird, und bezog dies auf Ver- 
unreinigungen: Lieblein aber hat spiiter gezeigt, dass der 
Fehler 3°/o betriigt, indessen nicht von Verunreinigungen her- 
riiirt, sondern dadurch erkliart werden miisse, dass neben 
BaHPO, auch etwas Ba,iPO,), (und dann auch etwas NaH,PO,°) 
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entsteht. Diese 3°/o miissen dann nach Lieblein vom ersten 
Salz abgezogen und dem zweiten zugeziihlt werden. 

Um iiber die Exactheit der Methode mich zu orientiren, 
habe ich zunichst das Verhalten der Alkaliphosphat- 
ljsungen bei Zusatz von BaCl, untersucht. 

Versetzt man 5 ccm. einer chemisch genauen 1° oigen 
Lisung von NaH,PO, mit BaCl,, so entsteht kein Niederschlag, 
sondern das sich bildende I. Baryumphosphat Ba( H,PO,), bleibt 
in Losung. Die titrimetrisch festgestellte Aciditaét der Losung 
aber hat sich geiindert; sie ist gestiegen. Je mehr BaCl, 
zugefiigt wird, um so mehr steigt die Aciditiit, bis sie auf 
Zugabe von 10 ecm. 10°/oigem BaCl, sich nicht mehr indert 
und nun constant 7,3 —7,4 cem. 1/10 Normal-NaOH ausmacht. 
Diese Ziffer entspricht einer Verdoppelung des 
werthes. 

Den Herren Prof. Bamberger in Ziirich und Prof. Meyer 
in Braunschweig verdanke ich die Erkliirung dieser auffallenden 
Thatsache. bei der Titration des NaH,PO, mittelst NaOH in 
Gegenwart des BaCl, entsteht némlich Na,HPO,, das sofort 
mit BaCl, BaHPO, bildet und ausfillt, bei der weiteren 
Titration aber nochmals ein NaOH zur Bildung des III. Salzes 
saNaPO, bezw. Ba,(PO,), und Na,PO, absorbirt. Die grosse 
Neigung des BaHPO, zur Bildung des III. Salzes ist also die 
Ursache des Verbrauches eines zweiten Molekiils NaOH, mit- 
hin der scheinbaren Verdoppelung der Aciditiit. 

Die Gegenwart von BaCl, bei der Titration ist also unter 
allen Umstinden unzuliissig! 

Es ergaben sich aber bei der weiteren Ausfiihrung der 
Lieblein-Freund’schen Methode noch andere Schwierigkeiten : 

Wird jetzt die Mischung von 5 cem. 1°/oiges NaH,PO, 


1) Ich bezog alle Substanzen chemisch rein von Merck. Darmstadt, 
wog mir z. B. 2,000 g auf der chemischen Waage ab und setzte chemisch 
reine Aqua destill. 200.0 ccm. mittelst feiner Expressionspipette zu. 
Darauf priifte ich den Acidititsgehalt der Lésung, ob er dem chemisch 
berechneten entspreche, und wenn dies der Fall war, so versicherte ich 
mich bei den Phosphaten noch mit der Uranmethode, dass auch der 
P,O.-Gehalt genau dem chemisch berechneten gleich kam. 
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und 10 ccm. 10°/oiges BaCl, filtrirt und das Filter sorgfiiltig 
wiederholt ausgewaschen, so ist das erhaltene Filtrat weniger 
sauer und die Priifung des Filters selbst ergibt, dass dasselbe 
saure Substanzen zuriickgehalten, und zwar ungefiihr so viele, 
als das Filtrat verloren hat. Es wird sich deshalb um eine 
mechanische Zurtickhaltung handeln, weil dieselbe bei jeder 
Filtration vorkommt trotz mehrfachen Nachsptilens, und weil 
ein Niederschlag saurer Salze als unmodglich erscheint, da das 
saure Na wie das saure Ba-Phosphat leicht l6slich sind. 

Diese Ansicht wird sofort gesttitzt durch die Untersuchung 
der P,O.-Werthe. Es zeigt sich namlich, dass das  Filtrat 
nicht mehr wie vor der Filtration seinem P,O.-Gehalt  ent- 
sprechend 5,15 cem. Urannitratldsung verlangt, sondern nur 
4,.7—%4,8, was einen Verlust von mindestens betriigt. 
Dieser Verlust erklirt sich dadurch, dass das Filter selbst bet 
der Priifung die fehlende P,O,-Menge aufweist. 

Nun ist ja allerdings zuzugeben, dass nach mehr als 
3maligem Nachspiilen der Verlust immer kleiner wird: dadurch 
wird dann aber die Methode umstiindlich und zeitraubend, 
was an sich zwar noch nicht so schlimm wire: aber es wird 
sich sofort ergeben, dass die IL. Phosphate nun noch grossere 
Fehler aufweisen, was dann allerdings den Werth der Methode 
sehr ungtinstig beeinflusst. 

Auch das IL Phosphat Na,HPO, zeigt nicht die er- 
warteten reinen Verhiltnisse. 5 cem. genau 1°/oiger LOsung 
von Na,HPO, mit BaCl, versetzt, geben sofort einen’ starken 
Niedersehlag. Derselbe liisst sich nach Angabe aller Autoren 
zuniichst nicht ganz klar filtriren und in der That ist das 
zuerst durchsickernde Filtrat milchig triibe: spiter fliesst es 
dann klar durch. Dass es aber auch dann Spuren des Nieder- 
schlages mit sich fiihrt, erscheint nach dem Anfangs  ge- 
schilderten Verhalten zum Mindesten sehr wahrscheinlich. 

Ich habe nun die Fliissigkeit mehrmals durch das gleiche 
Filter durchtreten lassen, damit diese Spuren endgiiltig zurtick- 
bleiben, sodann wieder sorgfiiltig Wasser auf das Filter ge- 
gossen, um es auszuwaschen, ohne allzu viel des Nieder- 
schlages aufzuwirbeln, und jetzt das Filtrat untersucht. 
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Bei genauer quantitativer Umsetzung, die nach liingerem 
Stehen eintreten sollte, diirfte das Filtrat keine Phosphorsaure 
mehr enthalten und sollte weder sauer noch alkalisch  re- 
agiren. 

Mehrere Proben aber ergaben eine Aciditiit des Filtrates 
cegentiber Phenolphthalein zwischen 0,1 und 0,2 cem. 4/10 Normal- 
NaOH. Gegeniiber Alizarinroth trat sofort eine eigenthiimliche 
Triibung in Flocken auf (wegen des BaCl,), ganz wie beim 
Versetzen des Urins mit diesem Indicator. 

Aber auch Phosphorséure ist im Filtrat, und zwar braucht 
man zu ihrer Bestimmung 0,4—0,7 com. Uranlésung. Mithin 
entsteht bei der Reaction ein Phosphorsdureverlust, der bei 
den verschiedenen Proben verschieden ausfillt und ca. 6°/o 
betragt. 

Jedenfalls geht aus der ganzen Untersuchung mit 
Bestimmtheit) hervor, dass die Trennung der I. von den 
I]. Phosphaten auf diese Weise mit gewissen nicht unerheb- 
lichen Fehlern verbunden ist. In der That ergibt denn auch 
das Lieblein-Freund sche Verfahren an einer Mischung von 
com. L°/oiges NaH,PO, und 5 1°%/oiges Na,HPO, statt 
des berechneten P,O,-Gehaltes von 4,0 Uranlésung, welchen 
das Filtrat bei idealer Trennung haben sollte, einen Verbrauch 
von ),0 cem. Uranlésung, mithin einen Fehler von 25°/o!, der 
noch ausserdem vollig jeder Beriicksichtigung sich entzieht, 
als er an verschiedenen Proben verschieden stark ausfillt. 

Die Kinfiihrung eines bestimmten Fehlerwerthes, wie z. b. 
der von Lieblein vorgeschlagenen 3°/o, ist aber schon des- 
hall unzuiiissig, weil ein solcher ganz ausserordentlich von den 
Mengeverhiiltnissen der vorhandenen J. und II. Phosphate ab- 
hiingig ist. 

Il. Die Kritik der empfohlenen Aciditétsbestimmungen 
fiirt uns zu dem Verfahren von de Jager. Nach diesem 
Autor setzt man dem Urin eine bekannte Menge Salzsiiure 
und sodann BaCl, zu, filtrirt den Sulfatniederschlag ab und 
litrirt jetzt mit NaOH, bis ein Niederschlag von ausgefilltem 
saHPO, entsteht. Die noéthige Menge Alkali iibertrifft die 
vorher zugesetzte Siiuremenge und dieser Ueberschuss soll 
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nach de Jager die Gesammtaciditéit des Urins ausdriicken, 
wenn man dieselbe als P,O,-Menge in Form des Mono- 
phosphates denkt. 

Gegentiber dieser Methode entstehen viele Bedenken; 
am schwerwiegendsten scheinen mir die folgenden zu sein: 
Die Anwendung einer Filtration bedingt immer einen Fehler. 
Die Anwendung von HCI verursacht die Sprengung der Carbo- 
nate, liisst CO, austreten und zum Theil in die Luft  tiber- 
gehen, wodurch die Summe der Siiurediquivalente einen Verlust 
erleidet. Sodann ist das Auftreten des Niederschlages yon 
suHPO, schwierig in seinen Anfingen zu erkennen, wodurch 
die Endreaction nur unexact erhalten wird. 

IV. Berlioz, Lépinoir und Michel tibersattigen den 
Urin mit Kalilauge und titriren bei Anwesenheit von Phenolph- 
thalein zuriick. Dadurch wird durch starke Lauge 
Ammonium verdriingt und es geht NH, theilweise verloren 
zum Schaden der Baseniiquivalente. Ausserdem werden die 
Erdalkalien in und unlésliche Verbindungen tibergefiihrt 
und gehen fiir die Aciditiitsmessung verloren. 

Angesichts aller dieser Verhiiltnisse darf man sich mit 
techt fragen, ob nicht die gewohnliche Titration des Urins 
mit NaOH genauere Resultate ergebe, was um so mehr zu 
hbegriissen wire, als die bessern der obigen Methoden um- 
stiindliche und kaum im gréssern Massstab durchzutiihrende 
Verfahren darstellen. 

Es moge daher die direkte Titration zunichst ein- 
fachen, dann an complicirten Lésungen versucht werden. 


Die Titration von reinen Phosphatlosungen. 


a. Das primiire Phosphat NaH,PO, reagirt sauer. 
Titriren wir die Aciditiit mit NaOH, so muss natiirlich Na,HPO, 
entstehen. Bei geniigendem Zusetzen von Natronlauge muss 
cllmiihlich I. Phosphat in I]. verwandelt werden nach der Forme! 
NaOH +- NaH,PO, = Na,HPO,-+- H,0. 

Fiir 5 cem. einer 1°/oigen Losung vom I. Phosphat, das 
mit 1 Molekiil H,O krystallisirt, braucht es nach chemischer 
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Berechnung') 3,625 cem. 1/10 Normal-NaOH zum _ vollstandigen 
quantitativen Ablauf der Reaction. Derjenige Indicator, der 
beim Anstellen der Reaction bei Zusatz von 3,625 cem. 

149 Normal-NaOH einen deutlichen und scharf einsetzenden 

Farbenwechsel gibt, muss als genau und brauchbar bezeichnet 

werden. 

Priifen wir also von diesem Gesichtspunkte aus die ver- 
schiedenen Indicatoren. 

Tinet. Lackmus. Schon bei 0,9 beginnt ein leicht bliiu- 
licher Farbenton, der immer deutlicher wird, mit 2,1 ist 
die Farbe stark blau, nimmt aber noch zu bis 3,5, 
worauf Mehrzusatz von NaOH fiirs Auge den blauen 
Farbenton nicht mehr verdndert. 

Lackmuspapier (besonders empfindlich gemacht) nach Vor- 
schrift von Huppert, bei 2,0 cem. 1/10 Normal-NaOH wird 
rothes Lackmus gebliiut, blaues gerdthet, bei 3,0 rothes 
stiirker gebliiut, blaues kaum verindert, nur etwas blasser, 
Mit 3,5 rothes rasch gebliut, blaues bleibt gleich. Mit 
4,0 rothes rasch tiefblau, blaues noch tieferblau. 

Somit ist der gebriiuchliche Lackmusfarbstoff vollstiindig 
ungeeignet. Nicht nur beginnt die Farbverinderung viel zu 
friih und ganz allméhlich, sondern auch von einer sicher zu 
beurtheilenden Endreaction ist keine Rede. 

Dieses Verhalten ist bekannt; es beruht darauf, dass 
die in der Phosphatldsung vorhandenen |. und II. Phosphate, 
ohne auf einander einzuwirken, jedes fiir sich gegen Lackmus 
reagiren. So entsteht sehr oft die amphotere Reaction. 
Huppert hat gezeigt, dass eine entschieden amphotere 
Reaction zu Stande kommt, wenn die Mischung 0,3—0,5 als 
zweifach und 0,7—0,5 als einfach saures Phosphat  enthiilt. 


!) Molekulargewicht ven NaH,PO, = 120, + H,O = 18, zusammen 138. 
138 Gewichtstheile NaH,PO,-+1 aq. enth. also nur 120 Gewichtstheile NaH,PO, 
100 > NaH,PO,4+1> » » » 87 > NaH,PO, 
5 cem. 1°/oiger Lisung von NaH,PO,-++1 aq., mithin nicht 0,05, sondern 
0.0435 NaH PO, 
1 com. '1o Normal-NaH,PO, enthalt 0,0120 g NaH,PO,, 0,0435 g ent- 
sprechen also 3,625 ccm. '/1o Normal-NaH,PO,. 
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Urin reagirt nach Lieblein etwas anders; bei 35°/o NaH,PO, 
der gesammten P.O; gibt er amphotere, bei mehr Nall,PO, 
saure Reaction. Man kann sich auch mit Leichtigkeit iiber- 
zeugen, dass Urine, die mit Lackmuspriifung als alkalisch 
taxirt werden, gegentiber Phenolphthalein noch lange nicht 
alkalisch sind. 

Wenn man daher versucht hat, durch besonders  em- 
pfindliches Lackmuspapier bessere Resultate zu erhalten, so ist 
dieses Unternehmen fiir Phosphattitrirung als vollkommen aus- 
sichtslos betrachten. 

Corallin — Rosolsiiure. Es beginnt schon bei 2,2) ein all- 
miihlich stiirker blauvioletter Ton, der mehr und mehr 
tiberwiegt und von 3,5 an sich nicht mehr andert. 

Da auch diese Endreaction viel unscharf und 
schwer zu beurtheilen ist, so ist der Farbstoff unyer- 
wendbar. 

Tinct. Coccionellae. Sofort entsteht eine blaiuliche Nuance, 
die bei 0,6 schon recht deutlich ist, bei 1,20 stark, be 
2.0 und 3,0 noch zunimmt, dann aber keine wesentliche 
Aenderungen mehr zeigt. Ungeeignet. 

Lacmoid, Farbe dunkelmalven, mit Tropfen N.-NaOH 
violetter Ton, mit 2 Tropfen sehr seharf dunkelviolett. 
Mit ungefithr 2,0 Uebergang blauviolett bleibt 
dann so. Fir diese Bestimmung ungeeignet. 

Methylorange, Farbe gelborange, mit NaOH unverdndert. 

Poirierblau, Farbe blau, mit 3,6--3,7 violett, aber unschart 
und schwierig zu beurtheilen. 3,9 violett sehr stark, wird 
dann spiiter rothviolett. 

Brillant crocein,!) Tropaeolin 00, Tropaeolin OOO wisse- 
riger Losung. Ganz unbrauchbar. 

Alizarinblau, orange, von 1,5 an allmiihlich braunorange, 
mit 3,6 hellgriin, aber Uebergang unschartf. 

Alizarinroth S. gelb, mit 1 Tropfen 4/10 N.-NaOQH_ briun- 
lich, mit 0,3 roth, bleibt schon roth, dann mit 3,5 roth- 


\) Ich bezog alle diese seltenern Indicatoren von Merk, Darin- 
«stadt. Angewendet wurden sie in ‘/2°/o wiisseriger Lésung, und davon 
dann der Probe 3—d Tropfen zugesetzt. 
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violett, mit 3,6 violettroth, Reaction ziemlich scharf, dann 

immer mehr violett, bei 6,0 schon stark violett, aber 

doch bei 7,0 noch ausgesprochener violett, andert sodann 
nicht mehr. Der in anderer Beziehung ausgezeichnete 

Indicator ist fiir den Ablauf der in Frage stehenden 

Reaction nicht ganz genau und schwer beurtheilen., 

Gallein verhiilt sich ganz gleich. 

Phenolphthalein, farblos, zwischen 3,55 und 3,6 1/10 N.-NaOQH 
ganz scharf, mit einem einzigen Tropfen entschiedenes 
Auftreten einer Rothung, die bei 2—3 weitern Tropfen 
sehr intensiv. wird. 

Phenolphthalein ist mithin der einzige Indicator, 
der eine plétzlich und scharf eintretende Reaction 
cibt. Dagegen tritt die Reaction etwas vor dem che- 
mischen Ablauf der Umlagerung auf. Ich werde auf 
diesen Punkt noch zuriickkommen. Andererseits ist der Indi- 
cutor nicht geeignet, das Auftreten freier Siure fest- 
zustellen. 

4h, Titration des Il. Phosphates. Es reagirt alkalisch, 
ist theoretisch neutral. Da es mit 7 oder 12 Molekiilen H,O 
krvstallisirt, so ergibt die chemische Berechnung ftir das von 
mir gebrauchte Na,HPO,+ t2aq., dass 5 ccm. einer chemisch 
genauen 1°/oigen Lésung ftir den quantitativen Reactionsverlaut 

Na,HPO, NaOH = Na,PO, H,O oder 
Na,HPO,-+- HCl = NaH,PO, NaCl 

139% com. N.-NaOQH oder 1/10 N.-HCI noéthig haben. 

Lackmustinetur. Reagirt alkalisch. Mehr NaOH macht die 
blaue Farbe nicht anders. HCl verursacht mit 0,6. all- 
mithlich Réthung, die von 1,0 an vollendet ist. Unver- 
werthbar. 

Ihr ungefiihr entsprechend Lackmuspapier. 

Corallin, blauroth, mit NaOH unveriindert, mit 0,2HC] Ueber- 
gang zur Rothfiirbung, mit 0,4 ausgesprochen roth. 
Unbrauchbar. 

Tinct. Coccionellae, blaurot, mit NaOH unveriindert, mit 
HCl allmihlich Réthung, bei 1,4 endlich ausgesprochen 
hellroth; Endreaction aber nicht scharf. Unbrauchbar. 
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Lackmoid, violett, mit NaOH noch etwas mehr blau, mit HC] 
allméhlich und ziemlich rasch rothlichviolett, spiiter mehr 
blassviolett, mit 1,4—1,5  réthlichbraun; Endreaction 
ziemlich scharf, aber nicht sehr starke’ Farbeniin- 
derung. 

Methylorange, orange mit NaOH unverindert, mit HCl bei 
1,45 scharf orangeréthlich, bei 1,5 roth, 1,6 dunkelroth 
carmin und bleibt so. Fiir das Auftreten der freien 
Siure verwerthbar! 

Poirierblau C,B blau, mit 0,2 NaOH Stich ins Violette, dann 
mehr und mehr violett, endlich braunroth unscharf, mit 
HCl unverindert blau. 

Brillantcrocein, carminroth, mit NaOH allmiihlich dunkel- 
braunroth, mit HCl unveriindert rothorange carmin. 
Tropaeolin OO alkohol. hellgelb mit NaOH unveriindert, mit 
HCI allmihlich dunkelorange, mit ca. 1,5 rothorange und 

von 2,4 N.-HCl an tiefroth. Unbrauchbar. 

Tropaeolin OUO wiisseriger Losung. orange, mit NaOH ganz 
langsam und allmiihlich roth, mit HCl unverdndert orange. 

Alizarinblau, olivengriin mit NaOH allmiihlig dunkelgriin, 
mit 1/10 N.-HCl von 1,4 an gelbgriin, mit 1,2 Uebergang 
zu schmutzig orange, dessen Farbe allmiihlich ohne scharfe 
Grenze gelborange wird. Unbrauchbar. 

Alizarinroth 5. tiefroth, mit 3—+4 Tropfen ausgesprochen 
violett, mit HCl bleibt es tiefroth, aber bei 1,4! 10 N. 
plotzlich gelborange und mit “i hellgelb. Hier beginnt 
freie Siure aufzutreten. 

Diese Substanz ist also fiir das Auftreten des 
I. Phosphates und der freien Saure verwerthbar, 
nicht aber fiir die quantitative Umwandlung in 
Na,PO,, d. h. beim Filtriren einer saueren Losung 
fiir das Auftreten freier Siure und beim Titriren einer 
alkalischen Lésung fiir das Auftreten des I. Phosphates 
verwerthbar, nicht aber fiir die Feststellung der Punkte, 
wo alles Phosphat in Na,PO, umgewandelt ist, resp. 
freie Alkalien beginnen. 

Phenolphthalein, reagirt alkalisch, violettroth, mit NaOH 


ig 
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noch tiefer roth, mit !/10 N.-HCl 2 Tropfen = 0,1 farblos 

und sehr scharf. Verwerthbar. Siehe unten. 
ec) Das III. Phosphat krystallisirt mit 12 Molekiilen 
Wasser, 5 ccm. einer einprocentigen chemisch genauen 
Losung brauchten fiir den quantitativen Reactionsverlauf 
Na,PO, -+ HCl = Na,HPO, + NaCl = 1,31 cem. ‘ho N.-HCI. 
Tinect. Lackmus, violett, wird dann mehr und mehr roth- 
violett, und um 2,6—2,7 ganz unscharf gelbrothlich. 
Corallin, rothviolett, um 2,7 #/10 N.-HCl ganz unscharf gelb- 
orange. 

Tinet. Coecionellae, dunkelroth violett, zwischen 2,7 und 2,8 
ziemlich scharf gelbroth, dann unverdandert. 

Lackmoid violettblau, mit 2,8 schmutzig rothbraunlich. 

Methylorange, gelborange, mit 2,7 1/10 N.-HCI ziemlich scharf 
roth, dann bei Mehrzusatz noch intensiver roth. Um- 
schlag verwerthbar. 

Poirierblau, violett, mit 2,4 N.-HCl unscharf blau. 

Brillanterocein, braunroth, wird allmihlich mehr rein roth 
ohne scharfe Grenze. 

Tropaeoline. Beide ganz unbrauchbar. 

Alizarinroth und Gallein, violett, mit 1,4 !/10 N.-HCl ziem- 
lich scharf roth und zwischen 2,6 u. 2,7 scharf hellgelb. 

Beide Umschlige verwerthbar fiir die Fest- 

stellung des Beginns der Bildung von NaH,PO, 
und freier Saéure, nicht aber fiir das Entstehen 
des Il. u. II]. Phosphates und freier Alkalien. 

Phenolphthalein, blauroth, bei 1,3 blasser, bei 1,4 !/10 N.-HCl 
sehr scharf farblos. Verwerthbar. 

Die Alkaliphosphate spielen in der Frage der Urinaciditat 
die wichtigste Rolle. Fiir die Titration derselben ist im Vorigen 
das Phenolphthalein und das Alizarinroth als geeignet nachge- 
wiesen worden; alle andern Indicatoren mussten wir ablehnen; 
ich kann dieselben daher auch fiir die nun folgenden Titra- 
tionen anderer Salze ausser Acht lassen und werde mich auf 
die Darstellung der Verhiiltnisse in Bezug auf die zwei geeig- 
neten Indicatoren beschrinken, obwohl ich fiir mich auch fiir 
spater alle angegebenen durchgepriift habe. 
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Titration des primaren Calciumphosphates. 
Reaction emer einprocentigen chemisch genauen Losung 
stark sauer. 

Phenolphthalein, 5 com. der Lésung, mit 5,1 ccm.!/10 N.-NaOH 
‘entsprechend der theoretisch berechneten Menge), sehy 
exact blassrosa, mit 5,2 dunkler rosa und mit 5,3 intensiy 
roth. Dabe fallt jetzt ein weisser Niederschlag aus. Mehrere 
Proben ganz gleich. Gut verwerthbar fiir den Acidi- 
tiitspunkt. 

Alizarinroth. Farbe briiunlich, wie alle sauren Salze. Dabei 
entsteht em feimflockiger Ausfall, der in) der) Losung 
schwimmt. 0,2 10 N.-HCl. Farbe der Lésung im 
auffallenden Licht hellgelb. 

seginn des Auftretens freier Siiuren: dafiir ver- 
werthbar.  Zufiigen von 1,10 -N.-NaOH zur Loésung. Es 
wird die Farbe dunkelschwiirzlich, mit efwa mel 
rothbraun, zwischen 5—6 ccm. allmiihlich violett.  Fiir 
die Bestimmung des Neutralisationspunktes aber nicht 


scharf genug. 


Titration des secundaren Calciumphosphates. 


Aufschwemmung yon 1,0 in 200 aq. Chemische be- 
rechnung der Aciditit fiir 5 com. der LOsung 10 N.-HE! 
fiir den Reactions verlauf 2 CaHPo, + 2HCl=CaCl, + ... 
Phenolphthalein, farblos neutral. 1 Tropfen N.-NaOH 

dunkelroth, Tropfen N.-HCL wieder farblos. Fiir 

Neutralisationspunkt sehr gut. 

Alizarinroth, schon roth. Auf HCl-Zusatz gelbbraun, nimmt 
aber rasch wieder roth an, wobei sich der Niederschlag 
mehr und mehr lost, mit 1,4—1,5 '/10 N.-HCI briiunlich- 
velb, Niederschlag nur noch in Spuren, mit 1,6  chlor- 
celb, Ftir das Auftreten freier Siuren gut. 

Auf NaOH-Zusatz schon mit einem Tropfen tiefviolett. 


Die Mischung der beiden Calciumphosphate ergibt wie 
auch die Mischung der Alkaliphosphate diejenigen Aciditits- 
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werthe. welche aus der Summe der Einzelwerthe berechnet 

werden. Desgleichen verhilt es sich mit Mischungen der 

verschiedenen Alkaliphosphate mit den Erdalkaliphos- 
phaten, die bei sehr zahlreichen Versuchen stets die nach 
obigen Einzelresultaten erwarteten Aciditiitswerthe aufwiesen. 

Es gelingt also die Titration aller im Urin vor- 
kommender Phosphate fiir bestimmte Reactionsvor- 
singe mit gewissen Indicatoren, und zwar sehr genau, 
wie ich an Hand der chemischen Berechnung gezeigt habe. 

Fiir die Titrirung reiner Phosphatlosungen sind daher 
brauchbare Indicatoren: 

1. Fiir die Bestimmung des Neutralisationspunktes : 
Phenolphthalein, sehr exact! 

Alizarinroth, weniger genau. Man hat beim Auftreten der 
violetten Farbe bereits etwas zu viel Lauge. 

Poirierblau, noch viel weniger genau. Immerhin gibt deut- 
lich violette Fiirbung die Ueberschreitung des Neutralisa- 
tionspunktes an. 

2, Fiir den Zeitpunkt, wo bei Siiurezusatz neben sauren 
Salzen freie Séiure auftritt. Es finden sich jetzt nur saure 
salze und die erste Spur freier Siiure: 

Alizarinroth, sehr gut. Die gelbe Farbe tritt scharf auf und 
verrith exact das Auftreten freier Siuren neben sauren 
Salzen, 

Gallein, ebenso. (Dem = Alizarinroth ist) Gallein) sehr nahe 
verwandt. 

Methylorange, es beginnt scharf Rothfiirbung. 

Lackmoid, ziemlich scharf réthlich-braun. 
Fiir die Erkennung des Autftretens freier Basen neben 

nur basischen Salzen: 

Kein sicherer Indicator. Die Briiunung des Poirierblau 
erst bei viel freiem Alkali, 

Es ist hier wohl der Ort, auf die von Freund und 
Toepfer (1 ¢., pg. 315) gefundenen Ergebnisse einzugehen, die, 
wie ich schon frither hervorgehoben, eine ganze Reihe von 
Indicatoren erprobten und als geeignet empfohlen und zwar 
‘ir die quantitative Bestimmung der Basen, Siiuren und Salz- 
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componenten. Zur Bestimmung freier Séure diene die Natron- 
menge, welche das Hellgelb des Alizarinrothes verschwinden 
lasse und zur Ermittlung der sauren Salze die Laugenmenge, 
welche das Orangegelb des Alizarinrothes in violett verwandle, 
Wihrend wir die erste These nach unsern Phosphattitrirungen 
unterstiitzen, kOnnen wir der zweiten nicht recht beipflichten, 
da der Uebergang in violett allméhlich erfolgt und etwas schwer 
zu beurtheilen ist. 

Fiir die Bestimmung der secundiiren Salze empfehlen die 
beiden Autoren Zusetzen von NaOH, um Poirierblau oder 
Brillantcrocein die Farbe des freien Alkalis zu geben: eine 
nach unsern Erfahrungen ungeeignete Methode, da ein scharfer 
Farbenwechsel nie erzielt wird. Zweitens schlagen sie vor, 
HCl zuzufiigen, bis das Gelb des Alizarinrothes erscheint, ein 
nach unsern Titrationen exactes Verfahren, soweit es sich 
vorliiufig um die Titration der Phosphate handelt. 

Freund und Toepfer bestimmen ferner die Gesammt- 
alkalitét, d. h. den Punkt des Auftretens freier Séure, also 
die Siiurecapacitét mit der zur Erzeugung des Alizaringelbes 
nothigen Sauremenge, was ebenfalls fiir Phosphate als richtig 
bestiitigs werden muss. Dagegen ist die Ermittlung der 
sammtaciditiét, d. h. des Punktes, von dem an freie Alkalien 
auftreten, also die Basencapacitiét mittelst Lauge bis zur Roth- 
fiirbung des Poirierblau als zu unexact abzulehnen. 


Titration der Carbonate. 


I. Natriumcarbonat, NaHCO,, reagirt gegeniiber 
Phenolphthalein schwach alkalisch. 

Zusatz von HCI liisst CO, entstehen, die theils in Losung 
bleibt, theils in die Luft abgeht. Bei 0,2—--0,25 eem. N.-HCI 
zu 5 ecm. chemisch exacter 1°/oiger Losung erlischt ziemlich 
unscharf die Rothfarbung. Zusatz von NaOH verstiirkt die 
Rothfiirbung. 

Alizarinroth, Farbe violettroth, mit 5,5—5,6 cem. 1/10 N.-HCl 
scharf hellgelb, damit 5,6 stimmen die Indicatoren Gallein, 
Lackmoid, Methvlorange, Tinct. Coccionellae und, weniger 
genau, auch Corallin tiberein. 


q 
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Zusetzen von Natronlauge: um 5,6 ecm. N.-NaOH 
aber unscharf, gibt Alizarinroth rein violette Fiirbung, 
ganz iihnlich Gallein. 

Da nach der chemischen Berechnung 5,9 cem. 1/10 N.-HC] 
nothig ware, muss das Priiparat etwas Wasser absorbirt 
haben. 

I]. Natriumearbonat, Na,CO,, reagirt stark alkalisch. 

5cem 1°/oige Lésung. 

Phenolphthalein. Zugabe von !/10 N.-HC] zwischen 1,9—2,0 
sehr scharf, aber in einzelnen Proben bei etwas ver- 
schiedenen Werthen, farblos. Bei vorher tiberschiissig 
zugesetzter HCl und Riicktitrirung sehr scharf 2,0. 

Alizarinroth. '/10 Normalsalzsiure iindert das Violett um 
2,0 sehr unscharf in rothviolett, bei 3,7—3,8 sehr scharf 
hellgelb. Gallein und Methylorange geben diese letztere 
Grenze ebenfalls sehr scharf, Lackmoid und Corallin etwas 
weniger genau an. 

Nach der chemischen Berechnung ist 1,85 resp. 3,7 ccm. 
110 N.-HCI nothig. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass einzig Phenol- 
phthalein die frei werdende CO, als Saure angibt, die 
andern Indicatoren zeigen erst denjenigen Punkt an, 
wo alles NaHCO, und Na,CO, mit HCl in NaCl, CO, 
und H,O verwandelt ist und jetzt auch freie HCl 
auftritt. 

In Bezug auf die Carbonate des Urins ergibt sich, 
dass die Titration auf den Neutralisationspunkt mittelst Phenol- 
phthaleins gelingt und sich in Betreff des NaHCO, verhiilt wie 
bei Na,HPO,, indem fiir den chemischen Ablauf der Bindung 
(vergl: 5. 324) eine deutlich rothe Farbe verlangt werden muss. 

Anders gestaltet sich aber die Ermittelung des Auftretens 
freier Sauren. Hierbei wird mit Alizarinroth eine freie Siiure, 
CO,, unrichtiger Weise nicht beriicksichtigt, wahrend doch sonst 
bei der Titration von NaH,PO, + HCI die frei werdende H,PO, 
sich sofort verrith und nicht erst derjenige Punkt angezeigt 
wird, wo neben NaCl und H,PO, jetzt auch freie HCl auftritt. 

Wir miissen uns demnach gegenwirtig halten, 


dass wir bei der Ermittelung des Auftretens freie, 

Siure mit Alizarinroth zu viel HCl gebraucht haben 

und zwar so viel zu viel, als die Kohlensiure Alkalien 

gebunden hat. Dieser Fehler ist aber nach aller Erfahrung 
als klein anzusehen, 

Die Sulfate und Chloride reagiren gegentber Pheno|- 
phthalein neutral. Zusetzen eines Tropfen 4/10 N.-HC| 
gibt keine Aenderung, dagegen von NaOH sofort alkalische 
Reaction. 

Alizarinroth behiilt ihnen gegeniiber die rothe Farbe: iit 
einer Spur HCl-Siure erscheint das Gelb der freien Siiure: 
mit sehr wenig Alkali das Violett freier Alkalien. 

Es gelingt demnach mit Titration durch HC] 
nicht, saure Sulfate aus neutralen herzustellen, 
und fiir den Urin geht daraus hervor, dass fiir dic 
Hervorbringung der gelben Farbe des Alizarin- 
rothes mit HC] die Chloride und neutralen Sulfate 
vollig indifferent sind. 

Urate besitzt der normale Urin als Biurate. Eine Aut- 
schwemmung von 01,200 Bikaliumurat sich noch 
nicht ganz, reagirt fiir Phenolphthalein neutral. kin 
Tropfen 4/10 N.-NaOH erzeugt tiefrothe alkalische 
action, ein Tropfen liisst) dieselbe wieder 
verschwinden, 

Alizarinroth behiilt rothe Farbe bei. 4/10 N.-NaOH  iinderi 
dieselbe violett. Das Auftreten freier verriith 
sich durch sehr scharf auftretende gelbe Farbe mit 
O15 N.-HCl  Vorher ist also saures Urat gebilde! 
worden, 

Lackmoid und Methylorange geben diese Grenze 
ebenso an. 

Die Urateerlauben also ganz gut die Bestimmung 
des Neutralisationspunktes mit Phenolphthalein 
am Harne. Saure Urate werden dabei durch NaOll 
in neutrales Urat verwandelt. Desgleichen gel! 
die Bestimmung des Auftretens freier Saiuren am 
Harn mit Alizarinroth auf Zusatz von HCl, indem 


zuerst saure Urate und dann erst freie Harn- 
siiure auftreten. Es ist hier noch daran zu erinnern, 
dass fiir die Harnaciditiit die Urate, wie aus ihrem 
Aequivalenzwerth hervorgeht, eine geringe, ziemlich zu 
vernachlissigende Rolle spielen. 

Harnstoff iindert die Aciditiit des Urins nicht. 

Theoretische Bedenken verursachen endlich noch die 
Ammoniumsalze. 

Ammoniumsulfat, 5 ccm. 1°/olge chemisch genaue Loésung 
reagirt gegentiber Phenolphthalein neutral. O,1 ccm. 
1 yo N.-NaOH rufen rothe alkalische Farbe hervor. 0,1 cem. 
1 yo N.-HCI entfiirben wieder vollig. 

Alizarinroth, Farbe roth, neutral. Mit 1 Tropfen 4,10 N.-NaOQH 
rothviolett; mit 1 Tropfen '/1o N.-HC! braungelblich, dann 
rasch hellgelb (freie Siiure). 

Aehniich verhalten sich Methyvlorange, Gallein, Lackmoid, 
Corallin. Tinct. lign. Camp. 

Ammoniumoxalat, 5 ccm. 1°/oige Lésung reagirt fiir Phenol- 
phthalein neutral. Zusatz von wenig 4/10 N.-NaOH. 
Rothung fiir Alizearinroth neutral (Farbe schén roth). 

I. Zusatz von N.-HCl Fur den Formelablaut 

(NH,),(CO), HCl = NH,Cl + NH, - H(COO), ist 

nach der chemischen Berechnung 3.5 cem. 3.10 N.-HCI 

nothig. Beim Vitriren mit HCl erfolgt Briitunung, 
allmihlich gelblicher Ton, und um 3.5 schwetelgelbe 

Farbe, die aber nicht scharf auftritt. 

Zusatz von 4.10 N.-NaOH. Es bleibt rothe Farbe, und 

erst um 7.0 zeigt sich violett, woraus hervorgeht. 

dass das NH, durch Na verdriingt wird und_ freie= 

NaOH erst aufiritt, wenn alles Salz in Na,(COO), 

verwandelt ist. Das auftretende NH,OH beeinflusst 

also (unrichtiger Weise!) das Alizarinroth nicht. 

Fir die Bestimmung des Neutralisationspunktes 
ist also Phenolphthalein brauchbar, fiir die Er- 
zeugung des sauren Salzes und das Auftreten 
freier Oxalsiure Alizarinroth, dieses aber nicht 
hesonders schartf. 


to 
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Ammoniumearbonat, 5 ccm. 1°%/oige Losung. Reaction 
stark alkalisch. Chemische Berechnung fiir den Forme!- 
ablauf des verwendeten Salzes (NH,),CO, +- HC] = 


NH,C] NH,HCO, sofort sich spaltend in 4,38 ccm. 


110 N- HCL. 

Phenolphthalein, Titration des Salzes mit HCl. Die tiefrothe 
Farbe nimmt rasch ab, mit 2,0 nur noch schwach rosa, 
und verschwindet je nach der Schnelligkeit der Titration 
um 2,8—3,5. Daraus geht hervor, dass Phenolphthalein 
bei Anwesenheit von CO, auf NH,OH schlecht reagirt, 
wohl aber auf die frei werdende, theils in Losung 
bleibende, theils in die Luft tibertretende CQ,. 

Die Titration mit diesem Indicator auf den 
Neutralisationspunkt gelingt also hier nicht und 
es versagt also die Methode, wenn der Urin 
Ammoniumearbonat enthilt, woraus hervorgeht, 
dass wir zu Aciditiitsbestimmungen den Urin vor 
der Umwandlung des Harnstoffes in (NH,),CO, zu 
bewahren haben, was tibrigens schon ohne Weiteres 
klar ist, als dadurch die Menge der Siuren- und Basen- 
aequivalente gestort wtirde. 

Alizarinroth bewahrt bei der Titration des Ammonium- 
carbonates mit HCl die rothe Farbe, verliert sie aber 
scharf zwischen 8,7 und 8,8. Es sind alsdann nach 
obiger Berechnung einem Molekiil (NH,),CO, zwei Mole- 
kiile HCl zugesetzt. Wir haben also auch hier wiederum 
die gleiche Erscheinung, dass die CO, gegeniiber Alizarin- 
roth nicht die Rolle einer Séure spielt, sondern dass 
erst die bei der Titration frei auftretende HCl] die 
charakteristische Gelbfiirbung des Alizarinrothes her- 
vorruft. 

Ueberblicken wir nochmals die Verhiiltnisse der Am- 
moniumsalze, so ergibt sich, dass die Ermittelung des 
Neutralisationspunktes mittelst Phenolphthaleins beim 
Titriren einer sauren Mischung vollkommen gelingt, indem 
das durch NaOH verdriingte NH,OH auf den Indicator als 
Base einwirkt (s. Ammoniumoxalat). Wenn man also den 
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Neutralisationspunkt einer sauren Liésung mit Phenolphthalein 
bestimmt, so ist die zugesetzte Alkalimenge nicht durch 
Verdriingung von Ammon zu gross, sondern entspricht der 
berechneten Grdsse. 

Dagegen gelingt nicht die Titration einer alkalischen 
Lisung, in der Ammoniumcarbonat vorhanden. Fir den Urin 
geht daraus hervor, dass wir die Umwandlung des Harnstoffes 
in (NH,),CO, verhiiten sollen. Bei dieser Voraussetzung ist 
aber der Urin fiir Phenolphthalein nie alkalisch; also fallt diese 
einzige Ausnahme, bei der die Titration keine richtigen Resultate 
ergiibe, ausser Betracht. 

Andererseits reagirt Alizarinroth nicht auf NH,OH mit 
geniigender Scharfe, und auch die Titration von Ammonium- 
salzen mit HCl auf das Auftreten freier Siiure gelingt nicht 
exact. 

Wir miissen fiir den Urin demnach den Schluss ziehen, 
dass bei der Titration des sauren Urins mit HCl zur Be- 
stimmung des Auftretens freier Saure (Gelbfarbung des Alizarin- 
rothes) Fehler entstehen 

1. durch die Carbonate, indem Alizarinroth die Saure- 
iiquivalente der Kohlensiéure nicht beriicksichtigt, die ver- 
brauchte HCl-Menge also zu gross ist; 

2. durch Ammoniaksalze, indem saure Ammonsalze nicht 
gut auf Alizarinroth reagiren und der Umschlag_ unscharf 
ausfillt. 

Da aber die Menge der Carbonate im Urin meist gering 
ist und der durch die Ammonsalze bedingte Fehler auch nicht 
erheblich ausfallt, so betrigt die Differenz nicht allzu viel. 

Mischungen von verschiedenen Salzlésungen er- 
geben in Bezug auf Aciditét meist nicht einfach eine Addition 
der Saiurewerthe; dies geschieht nur, wenn durch die Mischung 
keine chemischen Reactionen erfolgen, welche die Aciditiit zu 
veriindern geeignet sind; siehe Zusetzen von BaCl,, 5. 331. — 
Indem nun unsere Fragestellung fiir den Urin dahin lautet, 
(die Aciditaét der Mischung festzustellen, und diese Aufgabe 
richtig gelést werden kann, so steht nichts im Wege, an die 
praktische Seite dieses Problems heranzutreten. 


Versuchen wir endlich die Titration des Urins selbst. 

Man nehme ein Becherglas, ftige mittelst guter Pipette 
10 com. des (durch etwas Thymol vor Zersetzung geschiitzten) 
Tagesurins zu, gebe 3—4 Tropfen Phenolphthalein hinzu und 
lasse aus einer graduirten Burette 1/10 N.-NaOH zufliessen, 
unter stetem Umriihren mit dem Glasstabe, sodass die auf- 
tretende rothe Farbe immer wieder verschwindet. Allmiihlich 
dauert es liinger, bis der rothe Ton weggeht, und endlich bleibt 
eine deutlich rdéthliche Nuance (am besten Vergleich mit einer 
anderen Urinportion in einem Becherglas!) bestehen. Es is} 
der Neutralisationspunkt erreicht. Die) verbrauchte Menge 
NaOH gibt die Aciditiit an; sie betriigt cem. 
N.-NaOH. 

Wird eine 2. und 8. Urinportion in gleicher Weise titrirt, 
so wird man fast immer genau die gleiche Zahl erhalten, 
und selbst wenn die Eigenfarbe trotz Verdiinnung mit Aq. 
destill. etwas stort, ist die Differenz kaum je groésser als 0,1 
bis O22 und kommt auch fiir die Tagesmenge fast nicht. in 
Betracht. 

Ich berechne jetzt den ftir 10 com. Urin erhaltenen Ueber- 
schuss der Siiureiiquivalente — Aeidititt fiir die Tagesmenge 
1500 com. um, erhalte 389 com, N.-NaOQH = 39 com. N.-HC!, 
Kin Liter Normalsalzsiiure entspricht 36,5 Salzsiure, 389 
aso 1,45 ¢ Salzsiiure. Soviel betragt also die Menge der 
Siiureiiquivalente mehr als die Menge der Basenaquivalente fiir 
den Tagesharn. 

Kiige ich dem Harn saures Phosphat zu, so steigt seine 
Aciditiit’ genau entsprechend. Desgleichen verhalt sich dias 
saure Urat und Oxalat. Setzt man neutrale Salze zu, I. Ca- 
und Na-Phosphat, so iindert sich die Aciditét nicht. 

Ks kann nun fiir gewisse Verhiiltnisse werthvoll sein. 
auch noch die Frage zu beantworten, wie viel Sdure einem 
Urin zugesetzt werden muss, bis freie Siiure auftritt. Durch 
diese Titration mit HCl bewirken wir die Umlagerung der 
I]. Phosphate, Urate, Oxalate ete. in saure Salze, die Chloride 
und Sulfate aber bleiben unangegriffen, die Carbonate werden 
ganz zerstért und ihre Alkalien an HCl gebunden. Je mehr 
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HCl néthig fiir das Auftreten freier Siure, um so mehr II. Salze 
‘Phosphate, Urate, Oxalate, Carbonate) sind vorhanden, und 
zur Ermittelung derselben hat sich Alizarinroth am geeignetsten 


erwiesen. 

Die fiir den Harn auf diese Weise gewonnenen Resultate 
zeigen bei wiederholter Bestimmung des gleichen Tagesurins 
unter sich ebenfalls sehr exacte Uebereinstimmung. Sie zeigen 
uns denjenigen Theil der Phosphate, Oxalate, Urate, Carbonate 
an, welcher, als neutrale Salze gebunden, der gewohnlichen 
Aciditiitsbestimmung sich verhillt. In Folge dessen entspricht 
die Summe des Phenolphthalein- und des Alizarinrothwerthes 
in Aequivalenzwerthen der Gesammtsidure der Phosphate, 
Urate, Oxalate, Carbonate. 

Um einen Begriff von der Menge der Basen zu erhalten, 
die im Urin den Korper verlassen, kann man den Phenol- 
phthaleinwerth einfach, den Alizarinrothwerth (entsprechend 
dem Salz Na,HPO,) doppelt ziihlen, um die Gesammtmenge 
der Alkalien der Phosphate, Urate, Carbonate und 
Oxalate zu berechnen; man bringt ihn dann am besten in 
Grammen reiner Natronlauge zum Ausdruck. Die Anwesenheit 
einer erheblichen Menge von Carbonaten wiirde diesen Werth 
unrichtiger Weise zu hoch berechnen lassen; die als Sulfate 
und Chloride gebundenen Basen sind dabei nicht ermittelt. 

In dieser Weise vorgenommen, ergibt die Harnunter- 
suchung bei den verschiedenen Krankheiten bedeutende Diffe- 
renzen und interessante Aufschliisse; so erweist sich der Urin 
heim Diabetes nicht nur sehr reich an sauren Salzen, sondern 
auch an neutralen, und es gelingt, sich eine Vorstellung zu 
machen von der Ausfuhr und Verarmung des Korpers an 
Basen und von dem Nutzen der therapeutisch gegebenen 
Alkalien. Ich hoffe in spiiteren Untersuchungen dariiber be- 
richten zu k6énnen. 
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Kritische Untersuchungen iiber den Nachweis von 
Harnsaure und Purinbasen im Blut und in thierischen Organen. 


Von 
Professor W. His d. J. und cand. med. W. Hagen. 


(Aus der medicinischen Klinik zu Leipzig.) 


(Der Redaction zugegangen am 1, Juli 1900.) 


Harnsiiure und ihre Salze, in fester Form Kaninchen 
eingebracht, werden von Phagocyten aufgenommen. Freud- 
weiler (Deutsches Archiv 63, 5. 266) hat deren Verhalten 
im Unterhautzellgewebe genauer beschrieben, und in einer 
spiiteren Arbeit konnte ich zeigen (Ebenda 67, 5S. 81), dass 
die von Zellen aufgenommene Harnsiiure allmihlich unsichtbar 
wird und wahrscheinlich der Zersetzung anheimfiillt. Es schien 
uns von grossem Interesse, das Schicksal der Siéure innerhalb 
der Phagocyten, im Blut und den Organen genauer zu ver- 
folgen und zu ermitteln, ob sich ein Transport in entlegene 
Organe oder eine Umwandlung in andere Purinkorper auf 
chemischem Wege erkennen liesse. 

Bei diesen Untersuchungen kamen wir zur Ueberzeugung, 
dass die bisher angegebenen Bestimmungsmethoden mit be- 
triichtlichen Fehlerquellen behaftet sein muissten; wir waren 
daher genothigt, die Brauchbarkeit dieser Methoden systematisch 
zu prifen. 

Meinem Freunde Professor Siegfried bin ich fur die 
Erlaubniss, einzelne Untersuchungen in dem von ihm geleiteten 
chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts auszu- 
fiihren, und fiir manchen guten Rath herzlich dankbar, ebenso 
Herrn Privatdocenten Dr. Burian, der uns die Resultate 
seiner methodischen Untersuchungen schon vor deren Publi- 
cation freundlichst mittheilte. 
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Nachweis der Purinbasen in Organextracten. 

Ueber den quantitativen Nachweis der Purinbasen im 
Blute und in Organextracten existirt eine Reihe von Unter- 
suchungen,!) die darauf hinausgehen, dasjenige Verfahren zu 
finden, welches die héchste Ausbeute liefert, ohne gleichzeitig 
andere Stoffe mit zu bestimmen. Auf Kossel’s Anregung 
namentlich sind Bestimmungen ausgefiihrt worden, bei denen 
die gesuchten Stoffe rein dargestellt, gesondert und gewogen 
wurden: doch ist die Trennung der einzelnen Basen von 
einander schwierig, mit Verlusten verbunden und bei kleineren 
Mengen (s. Kriiger und Salomon, Ztschr. f. physiol. Chemie 
Bd. XXIV, 5. 364, 1897 und Bd. XXVI, S$. 350, 1898) iiberhaupt 
nicht ausfiihrbar, so dass man zur indirekten Methode Zuflucht 
nehmen muss. Die Basen werden als Silber- oder Kupfersalz 
cefiillt und in diesem der Stickstoff bestimmt. Dabei bleibt 
indessen unsicher, ob die Basen vollstiindig in den Nieder- 
schlag Ubergehen und ob nicht nicht etwa fremde, N-haltige 
Stoffe mitgefiillt werden, die den N-Gehalt zu hoch erscheinen 
lassen. Dies liisst sich entscheiden, wenn man den Organ- 
auszug theilt, die eine Hiilfte direkt, die andere nach Zusatz 
einer gemessenen Menge einer Purinbase verarbeitet und sieht, 
ob die in der zweiten Halfte gefundene Menge von Purin-N dem 
Zuwachs entspricht. Derartige Priifungen liegen auffilliger Weise 
nicht vor; wir sahen uns genothigt, dieselben systematisch vor- 
zunehmen, und richteten unsere Aufmerksamkeit auf 


1) Die wichtigsten derselben sind beschrieben von: 
Kossel, Ztschr. f. physiol. Chemie V, S. 267, 


» > > > > VI, > 422, 

: > > > > Vil, » 7, 

y > > > > VIII, > 404; 
Schindler, Ztschr. f. physiol. Chemie XIII, S. 432 (1889); 
Jnoko, > » > > XVIII, » 540 (1894); 
Salomon, > > > > I], » 63; 


Bockendahl und Landwehr, Virchow’s Archiv 84, S. 501. 
Salkowski, Virchow’s Archiv 50, S. 174, 1870. 
> > > 81, S. 166, 1880. 
Stadthagen, »> >» 109, S. 320, 1887. 
Burianund Schur, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIII, S. 59, 1897. 
> > > Pfliger’s Archiv, 80, S. 241, 1900. 


‘ 


I. die Herstellung der Organausziige, 

I]. die Entfernung der Eiweissstoffe und Albumosen, 

Ill. die Fiillungsmittel fiir die Basen. 

I. Die dlteren Autoren hatten die zerkleinerten Organen 
mit Wasser bei miissiger Temperatur (50—60°) ausgezogen 
und dabei nur jenen Antheil Purinbasen erhalten, der 
priformirt im Korper enthalten ist: Kossel (Ztschr. f. physiol. 
Chemie V, 267) zeigte zuerst, dass mehr Hypoxanthin erhalten 
wird, wenn die Muskeln mit verdiinnter Schwefelsiiure aus- 
eekocht werden, wodurch das Nuclein und die anderen bin- 
dungsformen der Basen zerlegt werden. Es muss indessen 
die Schwefelsiiure durch Baryt) entfernt werden, wobei Ver- 
luste moglich waren. Wir haben einige Kontrollversuche mit 
Wasser- und Schwefelsiiureextraction an Muskeln angestellt, 
welche ja die Hauptmenge an Basen in priiformirtem Zustand 
enthalten: doch sind die Resultate, aus spiter zu nennenden 
Griinden, nicht eindeutig gewesen. 

I]. Nach Entfernung des fiillbaren Eiweisses durch Kochen 
und Zusatz von Essigsiiure bleiben im Extract betriichtliche 
Mengen von Albumosen zuriick. Der Einfluss derselben aul 
die Silberfiillung der Basen ist nur unvollstiindig bekannt. 
Kossel (Zeitschr. f. physiol. Chemie Bd. V) gab an, dass Hypo- 
xanthin bei Gegenwart von viel Pepton oder Eiweiss durch 
ammoniakalische Silberldsung nicht ausgefiillt wird, wohl aber 
hei Zusatz von Alkohol: spiiter bemerkte er (Ebenda, bd. VIII), 
dass Peptone das Ausfiillen der Basen nicht hindern und 
deren Entfernung durch Bleiessig nicht nothwendig sel. 

Salkowski, Salomon, Landwehr und Bockendahl 
fillten die Albumosen aus dem eingedampften Extract durch 
das doppelte Volumen 95°/oigen Alkohols, doch ist diese 
Fiillung, wovon man sich leicht tiberzeugen kann, eine unvoll- 
stiindige. Stadthagen befreite den schwefelsauren Ausz\g 
mit Baryt von Schwefelsiiure, mit kohlensaurem Lithion yom 
liberschiissigen Barvt. Die Fliissigkeit durfte mit Ferrocyankall 
keinen Niederschlag geben; andernfalls wurde sie mit Pepsin 
verdaut; die Albumosen hat Stadthagen nicht weiter entiernt. 
Burian und Schur haben bei ihren ausgedehnten Unter- 
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suchungen zwei Wege eingeschlagen. Auch sie bedienten sich 
zur Extraction der verdiinnten Schwefelsiiure, entfernten die- 
selbe mit Baryt und fanden, dass der Barytniederschlag siimmt- 
liches Acidalbuminat und einen Theil der Albumosen ein- 
cchliesst. Ein anderer Theil der letzteren geht ins Filtrat tiber 
und hindert, wie schon Drechsel und Salomon angegeben, 
die vollstiindige Fiillung der Basen. Diese erste, aus albumose- 
haltiger Losung gefillte Basenmenge wurde als «Hauptfillung» 
bezeichnet, das Filtrat derselben mit basischem Bleiacetat von 
Albumosen befreit und nochmals mit ammoniakalischer Silber- 
ljsung gefillt, welche nun eine zweite, kleinere Basenmenge 
liefert (Correctur), Die Summe_ beider Werthe wurde als 
corrigirter Werth» bezeichnet. 

Ein anderes Vorgehen bestand darin, dass der neutralisirte 
Organextract gleich Anfangs mit basischem Bleiacetat ausgefiillt 
und das entbleite Filtrat mit Silber gefallt wurde. Die nach 
letzterem Verfahren gewonnenen Werthe waren um 10—12 °/o 
niedriger, als die «corrigirten» Werthe. 

Endlich fillten Burian und Schur den Organextract 
nach Kriiger-Wulff (wodurch mehr N_ ausfiillt, als durch 
Silberlésung), zerlegten den Niederschlag und _ fillten, nach 
Entfernung des Kupfers, mit Silber. Diese Werthe waren am 
niedrigsten: obwohl also Kupfersulfat und Natriumbisulfit im 
Ganzen mehr N fiallten, war die Xanthinbasenfillung am 
unvollkommensten. 

In ihrer letzten Arbeit (Pfliiger’s Archiv, 80) besprechen 
burian und Schur diese Methoden nochmals (S. 306 ff.): sie 
geben zu, dass die «Hauptfiillung» ihrer ersten Methode wegen 
des Albumosengehaltes zu hohe, die zweite Methode, wegen 
des Uebergangs von Albumosen in den Bleiniederschlag, zu 
niedrige Werthe liefern miisste, und dass der wahre Werth in 
der Mitte liege: doch waren die Differenzen so gering, dass 
sie fiir ihre Ueberlegungen nicht ins Gewicht fielen. 

Il]. Ueber den Unterschied der Silber- und Kupferfillung 
an Basen wurde soeben das Ergebniss von Burian und Schur 
besprochen: wir verweisen auf unsere unten mitgetheilten 
Versuche (S. 376). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 23 
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Eigene Untersuchungen. 


Aus unseren zahlreichen Versuchen, die Purinbasen_ in 
Kaninchenorganen zu bestimmen, seien hier nur einige wenige als 
Belege fiir die Fehlergrésse der beniitzten Methoden angefiihrt. 

Versuch I (Nr. XVIII unserer Protokolle), angestellt, um den 
Unterschied der Extraction mit Wasser und mit Schwefelsiiure, 
sowle den Einfluss der Entfernung der Albumosen mit Alkoho! 
(nach Salkowski) auf die Menge der Silberfiéllung zu zeigen. 

Ein Kaninchen, dem Harnsiiure subcutan injicirt War, 
wurde nach 12 Tagen getédtet, Muskeln und Organe zusammen 
in der Fleischhackmaschine zerkleinert, sorgfiltig gemischt: die 
ganze Masse (1242 g) in 4 gleiche Theile getheilt; 2 Portionen 
mit Wasser ber 50—60° 12 Stunden digerirt, der Riickstand 
ausgepresst und noch zweimal mit warmem Wasser ausgezogen: 
die Filtrate vereinigt («Wasserauszug»). Die 2 anderen 
Portionen wurden mit Schwefelsiure von 0,5 Volumprocent 
ausgezogen, mit Baryt und Lithioncarbonat nach Stadthagen 
behandelt. Von jeder der 4 Portionen wurde ein Drittel direkt 
mit ammoniakalischem Silber ausgefiillt und in dem gewaschenen 
Niederschlag der N-Gehalt bestimmt. Die anderen zwei Drittel 
wurden mit 4 Volumen absoluten Alkohols versetzt, vom 
Peptonniederschlag abfiltrirt, aus dem Filtrat der Alkohol 
verjagt, der Hiickstand mit heissem Wasser aufgenommen, 
nach dem Erkalten mit Ammoniak versetzt und dann mit 
salpetersaurem Silber geféllt, der gewaschene Silberniederschlag 
nach Kjeldahl behandelt. Auf die Gesammtmenge (1242 g) 
berechnet wurden gefunden 


im Wasserextract, bei direkter Fallung 0.1118 N 
nach Alkoholbehandlung 1. 0,3089 
2. 0,4687 
im Schwefelsiiureauszug, bei direkter Fallung 1. 0,3770 
2. 0,4152 
nach Alkoholbehandlung 1. 0,2592 
2. 0,3402 


Versuch II (Nr. XIX unserer Protokolle). Untersuchung 
der wiisserigen und schwefelsauren Ausztige, unter Zusatz von 
Guanin. 


ime 


Ein von Griibler bezogenes Guaninpriiparat (dessen 
Beschreibung s. unten) wurde mit wenig HCl in Loésung ge- 
bracht und in dieser Lésung sowohl durch direkte Analyse, 
als durch Analyse der Silbersalze der N-Gehalt bestimmt. Er 
betrug in 100 cem. 0,0861 g. Die Muskeln und Organe eines 
Kaninchens, zusammen 1252 g, wurden in 4 gleiche Theile 
cetheilt, davon 
Portion | mit siedendem Wasser zur Erschopfung extrahirt, 

» If mit Schwefelsiiure von 0,5 Volumprocent ausgezogen, 

» Ill nach Zusatz einer gemessenen Menge Guaninlésung 
mit kochendem Wasser extrahirt, 

» IV nach Zusatz von Guanin mit Schwefelsiiure von 
0,5 Volumprocent kochend extrahirt. 


Die wiisserigen Ausztige wurden durch Kochen und Essig- 
siiure vom Eiweiss befreit und gemessene Theile derselben 
theils direkt, theils nach Vorbehandlung mit 4 Volumen abso- 
luten Alkohols der Silberfiillung unterworfen. Ebenso wurde 
mit den Schwefelsiiureausziigen verfahren. Die nachstehenden 
Werthe sind je auf '/4 der gesammten Muskel- und Organ- 
menge (313 g) berechnet. 


I. Wasserauszug, a) direkt gefillt a) 0,0270 
b) nach Alkoholbehandlung b) 0,0302 
Il. Schwefelsaurer Auszug a) direkt gefiallt a) 1. 0,0221 


2. 0,0272 
b) nach Alkoholbehandlung b) 0,0151 


Ill. a) Wasserauszug nach Zusatz von Guanin direkt gefillt 
N-Gehalt der Organbasen, nach I a) 0,0270 


> des Guanins 0.0107 
fiir beide berechnet 0,0377 
gefunden 0,0291 


Verlust 0,0086 
b) nach Alkoholbebandlung gefiallt. 
N-Gehalt der Organe, nach I b) 0.0302 


> des Guanins 0.0107 
fiir beide berechnet 0,0409 
gefunden 0,0222 


Verlust 0.0187 
23* 
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IV. Schwefelsaurer Auszug mit Zusatz von Guanin 
IV a) ging verloren. 
b) nach Alkoholbehandlung 
N-Gehalt der Organe, nach II] b) 0,0181 


> des Guanins 0.0107 
fiir beide berechnet 0.0258 
gefunden 1. 0,0192 

Verlust 0,0066 

gefunden 2. 0.0204 


Verlust 0,0054 

Diese beiden Versuche mégen_ statt vieler zeigen, dass 
die nach diesem Verfahren gewonnenen Werthe von einander 
stark abweichen, und dass eine Gesetzmiissigkeit dieser Ab- 
weichungen nicht zu ermitteln ist. Die Fiéllung nach vor- 
heriger Alkoholbehandlung gab bald hoéhere, bald niedrigere 
Werthe, als die direkte Fiillung; der Schwefelsiiureauszug 
lieferte bald mehr, bald weniger Stickstoff, als der Wasser- 
auszug. Portionen, die ganz gleichmissig behandelt waren 
und bei denen nur die Fliissigkeitsmenge, in der die Silber- 
fillung vorgenommen wurde, diflerirte, gaben ganz verschiedene 
Stickstoffmengen. Versuch II zeigt, dass das dem Organbrei 
zugesetzte Guanin nur mit betrachtlichen Verlusten wieder- 
gefunden wurde. 

Namentlich fiel uns auf, dass die fiir gleiches Material 
gefundenen absoluten Werthe fiir den Basenstickstoff stark 
von einander abwichen, je nachdem wir die ganze Menge des 
Organauszuges in concentrirter Form oder kleine Theilmengen 
in grosserer Verdiinnung fillten. 

Sehr oft begegnete es uns, dass eine Silberfillung tiber- 
haupt nicht zu Stande kam, sondern nur eine Triibung eintrat, 
die sich nicht zu Boden setzte, bis die Fliissigkeit unter 
Schwiirzung nach mehreren Tagen sich zersetzte, Auch Zusatz 
von Alkohol, nach Kossel’s Empfehlung, blieb héaufig un- 
wirksam. 

In einigen Fiillen, in denen Albumosen besonders reiclilich 
zugegen waren, gelang es uns nicht, durch basisch essigsaures 
Blei einen Niederschlag zu erzielen: derselbe blieb bei tage- 
langem Stehen suspendirt. Zusatz von Ammoniak erleichterte 
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zwar die Fallung, riss aber zugleich die Hauptmenge der 
Basen nieder. 

Wir sehen uns daher genothigt, den Einfluss der fiillungs- 
hindernden Stoffe, vor allem der Albumosen, eingehend zu 
untersuchen. 


Versuche tiber Fallung von Guanin in albumosehaltigen Lésungen. 


Zu diesen Versuchen verwendeten wir ein von Georg 
Griibler in Leipzig bezogenes Guaninpriiparat, welches nur 
85°.o des geforderten Stickstoffs, ziemlich viel Kalk, daneben 
auch noch andere Basen enthielt, welche die Xanthin-Murexid- 
probe gaben. Diese Verunreinigungen schadeten im vorliegen- 
den Falle nicht, da die Menge des durch Silber fiillbaren 
Basenstickstoffs bei jeder frisch bereiteten Losung nach 
Kjeldahl besonders bestimmt wurde. 

Als Albumosengemenge benutzten wir das Witte’sche 
Pepton. Dasselbe enthalt nach E. Pick (Zeitschr. f. physiol. 
Chemie, Bd. XXVI, S. 346) wenigstens 5 verschiedene Albu- 
mosen, 2 Peptone und ausserdem etwas Eiweiss, das durch 
Neutralisiren und Kochen der Lésung ausgefillt werden kann. 
Alle von mir verwendeten Losungen sind von diesem Eiweiss- 
antheil befreit. Ich zog das Wittepepton zu unsern Versuchen 
einer reinen Albumose vor, weil es als Albumosengemenge 
die Verhiiltnisse bei thierischen Organausziigen am_ besten 
nachahmt, 

Versuch Ill (Nr. XX unseres Protokolls): Losung von 
Wittepepton 1:15, Loésung von salzsaurem Guanin, wovon 
10 com. 5,6 mg N enthiilt: ausgefiillt mit 10 ccm. n/5 Silber- 
nitrat, 20 cem. 10°/o Ammoniak. 

1. 50 cem. Peptonlésung, 10 cem. Guaninlésung, Ge- 
sammtvolumen nach Zusatz von Silberldsung und von Ammo- 
nlak 90 cem., Peptongehalt ca. 3,790: leichte Triibung, 
nach 12 Stunden noch kein flockiger Niederschlag; 

2. 50 cem. Peptonlésung, 10 Guaninliésung, 250 
com. Wasser, Gesammtvolumen 340 cem., Peptongehalt 
ca. die Lésung bleibt véllig klar. Zusatz von wei- 
teren 10 ccm. Silberlésung erzeugt keinen Niederschlag, all- 
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mihlicher Zusatz bis zu 80 ccm. eine leichte Triibung, die auf 


Ammoniak sofort verschwindet: 

3. 10 ccm. Peptonlésung, 40 ccm. Wasser, 10 ccm. Guanin- 
losung, Gesammtvolumen 90 cem., Peptongehalt 0,54°)o: 
die Losung wird stark getrtibt, setzt aber keinen Niederschlag 
ab, auch nicht beim weiteren Zusatz von Silberlésung. 

Ein Albumosengehalt von 1/2°/o ist also schon im 
Stande, die Fillung des Guanins zu verhindern. 

Wir vermutheten nun, dass ein niedrigerer Gehalt die 
Fillung zwar nicht ganz, aber doch zum Theil verhindern 
kénne, und untersuchten daher den Stickstoffgehalt des 
ammoniakfrei gewaschenen Niederschlags. Dabei ergab sich 
jedoch, dass durch die ammoniakalische Silberlésung ein 
Theil der Albumosen zugleich mit dem Guanin gefillt 
und dabei der N-Gehalt des Niederschlags zu gross gefunden 
wird. 

Kine Peptonlésung, die vom Eiweiss befreit ist, gibt an 
sich mit ammoniakalischem Silber keinen Niederschlag. 

Versuch IV (XXb): Verwendet Peptonlésung 1:20, vom 
Eiweiss durch Kochen und Ansiiuern mit Essigsiiure befreit: 
obige Guaninlésung, von der 10 cem. 5,60 mg N enthielten: 
zur Fallung wurden 10 ccm. n d5Silbernitratldsung und 25 cem. 
10° oiges Ammoniak verwendet; das Gesammtvolumen der Fliis- 
sigkeit wurde jedesmal auf 135 ccm. gebracht. 


0.5 ecm. Peptonlésung, Peptongehalt 0.0185 °/o 
fiir Guanin berechnet . . . 5,60 mg 
gefunden... . 714 »> 


N zuviel . .. . 1,94 mg=27,1°%o 
1.0 ccm. Peptonlisung, Peptongehalt 0,037 °/o 

berechnet .. . 5.00 mg 

gefunden. . . . 7,56 » 

N zuviel . .. . 1,96 mg == 35,0°/o 


2.0 ecm. Peptonlisung, Peptongehalt 0,074°/0: wird durch 
ammoniakalisches Silber opalescent, hat aber nach 12 Stunden 
keinen Niederschlag abgesetzt. 

5 ccm. Peptonlésung, Peptongehalt 0,185°/o: triibt sich 
nicht beim Zusatz von Silberlésung, ist auch nach 12 Stunden 
noch vollig klar. 
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Versuch V (XXIII): Wechselnde Mengen Peptonlésung 
1:20; zu jedem Versuch 10 ccm. Guaninlésung, enthaltend 
4.84 mg N: zur Fallung 10 ccm. n/5 Loésung von Arg, nitr., 
25 ecm. Ammoniak, spec. Gewicht 0,950; Gesammtvolumen 


auf 150 cem. gebracht. 
1. 0,1 ccm. Peptonlésung, Peptongehalt 0,0033 °/o 
berechnet . . . . 4,84 mg N 
gefunden ... .4,98 » 


N zuviel .. . . 0,14 mg=2,89°%o 
2. 0,2 ccm. Peptonlésung, Peptongehalt 0,0066 °/o 
N zuviel ... .0,73 mg. = 15,03%o 


0,3 ccm. Peptonlésung, Peptongehalt 0,0099 °/o 
N zuviel ... . 1,04 mg = 21,47 °/o 


4. 0,4 ccm. Peptonlisung, Peptongehalt 0,013 °/o 


N zuviel .. . .1,39 mg = 28,78 
5. 0,5 ccm. Peptonlésung, Peptongehalt 0,0165 °/o 
N zuviel .. . . 1,39 mg = 28,78 %o 


Versuch VI (XXIV): Einfluss der Verdiinnung auf die 
Fiillung des Guanins in Albumoselésungen. 

10 cem. einer Guaninlésung, enthaltend 3,71 mg N 
mit 5 cem. einer 1°/oigen Losung von Pepton:; das Gesammt- 
volumen auf 100, 300 und 1000 cem. gebracht; zur Fillung je 
10 ccm. n/5Silbernitratlbsung und 25 cem. Ammoniak, 0,950 
spec. Gewicht. 

1. Gesammtvolumen 100 cem., Peptongehalt 0,033 
xel1m Zusatz von Silber erscheint der Niederschlag sofort als 
blauliche Triibung und setzt bald gut ab. 


N-Gehalt berechnet . .. .3.71 mg 
gefunden. . . . . 5,66 > 
1,95 mg = 51,52 °/ 
2. Gesammtvolumen 300 cem., Peptongehalt 0,0143%/o. 
Auf Zusatz des Silbers schwach blauliche Triibung: nach 12 


Stunden Niederschlag gut abgesetzt. 


N berechnet . .. . 3,71 mg 
gefunden . . . .5,72 
2,01 mg = 54,02 °/o 


3. Gesammtvolum 1000 cem., Peptongehalt 0,0047°o. 
Auf Zusatz der Silberlésung blieb die Fliissigkeit zunichst klar, 
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ist nach 12 Stunden opalescent, hat aber nach 8 Tagen keinen 
Niederschlag abgesetzt. | 

4, Versuch wie unter II, aber mit 25 ccm. Guaninlésung, | 
entsprechend 9,29 mg. N, Gesammtvolumen 300 ccm., Pepton- : 
gehalt 0,0137° 0. Auf Silberzusatz sofort flockige Fillung, die 
alsbald zu Boden sinkt. 


N berechnet . . . . 9,29 mg 
gefunden ... .9,80 » 


Denselben Einfluss des Gesammtvolumens auf die Fiillbar- 
keit des Guanins zeigt 
Versuch VII (XXXII): 5 ccm. Guaninlésung, mit 1,86 mg N, 
mit 5 ccm. 1°/oiger Peptonlosung. 


Gesammtvolumen20 cem.: flockige Fiillung, nach 3 Stunden klar abgesetzt 


> 4Q > 
> 60 > | Triibung, nach 3 Tagen nicht abgesetzt 
100 | 
Uebersichtstabelle. 
Peptongehalt N-Ueberschuss 
0.0033 2.89 %/o 
» 15,03 » 
Q,0099 21,47 » 
00,0139» 20,78 
» 28,78 » 
O,O185 » 27,1 
0,037 » 
 » Niederschlag setzt nicht ab 
0,033 51,52 %/o 
O14 | 54,02 » 
Niederschlag setzt nicht ab 
0,137» 


Hrgebnisse: 

1. Sind Albumosen in einer Guaninlisung vorhanden, so 
gehen sie entweder in den Silberniederschlag zum Theil iiber oder 
sie verhindern dessen Entstehung. Ersteres ist bet, geringem, 
letzteres bei hiherem Albumosengehalte der Fall. 

2, Die Menge der in den Silberniederschlag tibergehenden 
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Albumosenstickstoffe wéichst mit dem Gehalt der Lésung an 
Albumosen und ihrem Verhidltniss zum Guaningehalt. Schon ein 
sehr geringer Albumosengehalt (0,006°'0) der Lésung bedingt 
hetriichtliche Fehler (15°\0), wenn in dem Silberniederschlag der 
N-Gehalt bestimmt wird. 

3. Schon in geringer Menge (0,05°/0) kinnen die Albumosen 
die Entstehung des Silberniederschlags verhindern. Ob ein Nieder- 
schlag entsteht oder nicht, hingt ab: 

1. bei gleicher Basenmenge von dem procentualen Gehalt 
an Albumosen; 
hei gleicher Basen- und Albumosenmenge von dem Volumen 
der auszufillenden Fliissigkeit ; 
bei gleichem Volumen und Albumosengehalt von der Menge 
der vorhandenen Base. 


Einfluss des Salzgehaltes auf die Ausfallung der Basen in 

albumosenhaltigen Losungen. 

Versuch VIII. 5 cem. Guaninlésung, enthaltend 3,43 
mg N, mit 5 cem. 2°/oiger Peptonlésung versetzt und mit der 
jausreichenden) Menge von 5 ccm, 2 Silbernitratlosung und 
ebensoviel Ammoniak ausgefillt. | 

1. Gesammtvolumen 20 cem.: dichte Triibung, nach 12 
Stunden kein Niederschlag ; 

2. a) Gesammtvolumen 50 ccm.: sofort schwache Opales- 

cenz, nach 12 Stunden kein Niederschlag : 
hb) dieselbe Lésung, mit 1,0 g Ammonsulfat: sofort 
flockige Fillung; nach 12 Stunden gut abgesetzt: 

5. a) Gesammtvolumen 100 cem.: sofort schwache Opales- 

cenz, nach 12 Stunden fast klar: 

hb) dieselbe Lésung, mit 2,0 g Ammonsulfat: sofort 
flockige Fiillung, nach 12 Stunden Niederschlag gut 
abgesetzat ; 

. a) Gesammtvolumen 200 cem.: istnach 12 Stunden noch 

wasserklar ; 

b) dieselbe Lésung, mit 5,0 g Ammonsulfat: sofort 
dichte, nicht flockige Fillung; nach 12 Stunden 
flockiger Niederschlag: 
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5. Kontrolle: 5 ccm. Peptonlésung, ohne Guanin, mit 
200 g Wasser und 5,0 g Ammonsulfat: gibt mit Ammoniak 
und Silberldsung keinen Niederschlag, auch nach 12 Stunden 
keine Triibung: 

6. 100 ccm. einer kaltgesiittigten Losung von Ammon- 
sulfat mit 10 com. Guaninlésung, Ammoniak und Silberlisung 
versetzt. Sofort feine flockige Fiéllung. Nach 12 Stunden 
abfiltrirt, ammonfrei gewaschen und nach Kjeldahl bestimmt: 


berechnet. . . . 6,86 mg 
gefunden... .7,05 
zuviel ... . .049 mg, wahrscheinlich im 


Silberniederschlag zuriickgehaltenes Ammoniak. 

7. 50,0 g Zinksulfat in 50 cem. Wasser gelést, Ammoniak 
zugefiigt, der Niederschlag von Zinkhydroxvd im Ueberschuss 
gelost; Gesammtvolumen 150 ccm. Dazu 5 ecm. Guaninldsung 
und 5 cem. Silberlésung gesetzt. Nach 12 Stunden ist kein 
Niederschlag ausgefallen. 

&. 10,0 g Trichloressigsiiure in 100 ccm. Wasser gelost, 
5 cem. Guaninilésung (mit 3,43 mg N), 5 ecm. Silberlésung 
und Ammoniak bis zu deutlich alkalischer Reaction zugefiigt. 
Sofort schwache Triibung, die beim Umriihren zuniichst ver- 
schwindet: nach 12 Stunden dichter Niederschlag am boden 
des Gefiisses. Dieser wird gesammelt, ammonfrel gewaschen 
und nach Kjeldahl bestimmt: 


berechnet. . . . 3.43 mg N 

gefunden ... .4,44 >» » 

zuviel . . . . . 41,01 mg N, offenbar retinirtes Ammoniak. 
Ergebnisse: 


4. Die Entstehung eines Silberniederschlags in albumose- 
haltigen Lésungen wird durch Zusatz von Ammons fat begiinstist. 

d. In kaltgesittigter Lisung von Ammonsulfat kann der 
Basenstickstoff durch mit ammoniakalischem Silber 
stimmt werden. 

Ebenso in einer 10° vigen Lésung von Trichloressigsiure. 
In einer Lésung von Zinksulfat ist diese Bestimmung nicht 
miglich. 
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Zusammensetzung des in albumosehaltiger Loésung erhaltenen 
Silberniederschlags. 


Versuch IX (XXIV): 0,1 g Pepton Witte und 0,04 g 
Guanin (reines Praparat, von Drechsel hergestellt) wurden in 
Wasser und etwas Salzsiiure gelést, mit ammoniakalischer 
Silberlésung gefillt und Ammoniak im Ueberschuss zugefiigt. 
Der entstandene Silberniederschlag wurde decantirt, bis das 
Waschwasser, auch beim Einengen bis auf 2 ccm., keine 
Biuretreaction mehr gab. Der Niederschlag wurde mit Schwefel- 
ammon zersetzt, aus dem Filtrat mit Essigsiure und Erwiirmen 
der Schwefelwasserstoff entfernt: die Fliissigkeit gibt starke 
Biuretreaction. 

Ebenso, wenn statt mit Silbernitrat mit einer Losung 
yon Chlorsilber in Ammoniak gefiillt wurde. Obige Fliissigkeit, 
welche neben dem Guanin noch Albumosen  enthielt, wurde 
nochmals mit ammoniakalischem Silber gefiillt, der Nieder- 
schlag wie oben mit Schwefelammon zersetzt; die Flissigkeit 
gab nun, nach Verjagen des SH,, keine Biuretreaction 
mehr. 

Aus einem mit verdiinnter Schwefelsiiure extrahirten 
Kaninchenmuskel war durch Fillung mit ammoniakalischem 
Silber und Zerlegung des Niederschlags mit Schwefelwasser- 
stoff eine briunliche Masse erhalten worden. Dieselbe gab, 
mit einem Tropfen HCl und etwas Wasser gelést, starke biuret- 
reaction. Ein Theil der Lésung wurde nochmals mit Silber 
gefallt (wobei der Niederschlag sich schlecht absetzte und das 
Filtrat triib blieb), der Niederschlag albumosefrei gewaschen, 
dann mit Schwefelammon zersetzt. Die vom SH, befreite 
Fliissigkeit gab noch deutliche Biuretreaction. Erst nachdem 
die Silberfiillung nochmals wiederholt war, blieb die Biuret- 
reaction in dem zersetzten Niederschlag aus. 


Ergebnisse: 

6. Der in albumosehaltigen Lisungen erzeugte Silbernieder- 
schlag des Guanins enthilt Albumosen eingeschlossen. —Dieselben 
kinnen durch Zerlegen des Niederschlags und abermaliges Fiillen 
mit Silber entfernt werden. 


7. Bet geringer Albumosenmenge geniigt etnmaliges Um- 
fallen zur Entfernung der Albumosen, bei hiherem Albumosen- 
gehalt ist dreimaliges Umfillen (im Ganzen also 4malige 
Silberfillung) nothwendig, um die Reste der Albumosen zu ent- 
fernen. 

Nun sind die unsicheren und schwankenden Werthe ver- 
stiindlich, die wir bei Kontrollbestimmungen in Organextracten 
erhielten: je nach dem Gehalt an Albumosen und Basen 
mussten sie bald zu hoch, bald zu niedrig ausfallen, und selbst 
in gleichartigen Proben differiren, sobald nur die Fliissigkeits- 
menge, in der die Fiillung vorgenommen wurde, verschieden war, 

Um diese Fehlerquellen zu umgehen, schienen zwei Wege 
gangbar : 

1. konnte der Silberniederschlag, falls er unvollkommen 
auftrat, durch Zusatz von Ammonsulfat erleichtert und ver- 
vollstiindigtund der Albumosengehalt aus demselben durch meli- 
faches Umfiillen entfernt werden; 2. konnten die Albumosen 
vor der Silberfallung entfernt werden. 

1. Das Umfiillen ist eine Operation, die leicht mit Ver- 
lusten verbunden ist; Taylor (Centralbl. f. inn. Medicin, 1897, 
Nr. 34) hat bereits darauf hingewiesen, dass, um den Silber- 
niederschlag vollstiindig zu zersetzen, stundenlang Schwetel- 
wasserstoff eingeleitet. werden muss, auch Salkowski und 
Camerer (Zeitschr. f. Biol, N. F. 20, 5. 275) haben diese 
Schwierigkeit wohl erkannt. 

Leichter gelingt die Zersetzung in der kochenden F'liissig- 
keit mit frisch bereitetem Schwefelammon: das haufig Jlloid 
ausfallende Schwefelsilber ballt sich meist beim Neutralisiren 
mit Essigsiiure leicht zusammen. Doch sind auch hier Verluste 
nur bei sehr sorgfiiltigem Arbeiten zu vermeiden. Der Silber- 
niederschlag wird vom Filter ins Becherglas gebracht, an 
dessen Seitenwand zuniichst mit ganz wenig Wasser fein 
verrieben und nur allmiihlich Wasser zugefiigt, dann zum 
Kochen erwiirmt und der Fliissigkeit Schwefelammon. ,zugefigt. 
bis die Fliissigkeit iiberschiissigen Schwefelwasserstoff ent- 
wickelt; trotzdem sieht man oft zwischen den braunen Schwelel- 
silberkOrnchen noch graues, unzersetztes Basensilber, das erst 
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hei liingerem Stehen verschwindet; ganz unkontrollirbar sind 
die im Centrum der Kliimpchen zuriickbleibenden, durch den 
Ueberzug von Schwefelsilber geschiitzten unzersetzten Massen. 
In einen Kontrollversuch gab eine Guaninlésung, die 9,32 mg 
N enthielt, nach einmaligem Umfiillen 4,55 mg, nach zwei- 
maligem Umfillen nur noch 3,43 mg N. 

Schliesslich ist uns auch begegnet, dass sehr albumosereiche 
Extracte, die direkt mit Silber keine Fiillung lieferten, auch nach 
Zusatz von Ammonsulfat keinen reinlichen Niederschlag lieferten. 

Aus all diesen Griinden bemiihten wir uns, Methoden zu 
finden, durch welche die Albumosen vor der Silberféillung 


ohne Basenverlust weggeschafft werden konnten. 


Versuche tiber Entfernung der Albumosen vor der Silberlosung. 
I. Ammonsulfat und EHisenalaun. 

Versuch X. 1. 0,2 g Pepton Witte, 0,04 g¢ Guanin, mit 
200 com. halbgesiittigter Ammonsulfatlbsung: nach 3 Tagen 
kein Niederschlag ; 

2) derselbe Versuch: der Losung wird Eisenammoniak- 
alaun zugefiigt. Es entsteht ein brauner Niederschlag. Der 
Niederschlag gewaschen, durch Ammoniak zersetzt, vom 
Kisenoxydhydrat abfiltrirt; das Filtrat gibt starke Biuretreaction; 
mit Silberl6sung keinen Niederschlag. 

Das Filtrat, nach Entfernung der Schwefelsiiure durch 
Baryt, des Baryts durch CO, eingedampft: Riickstand in wenig 
Wasser aufgenommen: gibt keine Biuretreaction mehr, aber 
nur ganz schwache Silberfiillung. 

Es miissen demnach Basen in den Eisenniederschlag 
iibergegangen, aber ihre Silberfiillung bei dessen Zersetzung 
durch die Albumosen verhindert worden sein. 

Versuch XI (XXX): Eine Guaninlésung, 5,57 mg N ent- 
haltend, wurde mit 19 cem. 2°/oiger Peptonlésung versetzt, 
mit Wasser auf 250 cem. aufgefiillt; dazu 250 ccm. einer 
kaltgesittigten Ammonsulfatldsung und 20 ccm. gesiittigter 
Eisenammonalaunlisung gefiigt. Der braune Niederschlag 
in warmer Salzsiiure geliést, das Eisen durch Ammoniak aus- 
gefallt, das Filtrat neutralisirt, zur Entfernung der Albumosen 
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mit Ammonsulfat gesittigt, mit Ammoniak und Silberliésung 
versetzt: kein Niederschlag. Es schienen also im Eisen- 
peptonniederschlag keine Basen vorhanden zu sein. 

Das Filtrat der Eisenpeptonfiillung, von Schwefelsiiure und 
Baryt befreit, mit Ammoniak und Silber gefallt; es entstand 
eine schwache Fiillung, die aber nur 2,1 statt der gesuchten 
g N enthielt. Somit waren Basen verloren gegangen. 


II. Entfernung der Albumosen durch Zinksulfat. 

Zinksulfat ist nach Zuntz (Zeitschr. f. physiol. Chemie, 
Bd. XX VII, S. 219) ein gutes Fiillungsmittel fiir die Albumosen 
des Wittepeptons. Eine Guaninlésung, mit Zinksulfat und soviel 
Ammoniak versetzt, dass das ausgefallene Zinkhydroxyd wieder 
vollig gelést wird, gibt mit Silbernitrat einen Niederschlag von 
Guaninsilber. 

Ist jedoch in der Losung gleichzeitig Pepton vorhanden, 
so bleibt, wie wir oben sahen, die Fallung aus. 

Es muss somit, nach Entfernung der Albumosen durch 
Zinksulfat, das Zink vor der Silberfiillung entfernt werden. 

Versuch XIT (XXXIV C): Guanin, entsprechend 6,86 mg 
N, mit 0,2. g Wittepepton in 100 ccm. Wasser gelodst, mit 
Schwefelsiiure leicht angesiiuert, mit Zinksulfat gesattigt, von 
den ausgefallenen Albumosen abfiltrirt. 

1. Direkte Fiillung mit Silbernitrat: kein Niederschlag: 

2. Zink durch hinreichende Menge Ammoniak als Hydroxyd 
gefiillt, dem Filtrat Silbernitrat zugefiigt: kein Niederschlag: 

3. Zink durch Schwefelwasserstoff entfernt, dieser im 
Filtrat durch Essigsiure und Kochen verjagt, dann mit Ammon- 
silber gefiillt, der gewaschene Niederschlag nach Kjeldahl! 


behandelt : 
berechnet . . . . 6,86 mg 


gefunden .... 69 » 


also ein geringer, von Ammoniakresten herriihrender Ueber- 
schuss an N. 


III. Entfernung der Albumosen durch Trichloressigsaure. 
Trichloressigsiiure (S. Frankel) ist ein gutes Fallungs- 
mittel fiir Eiweisskérper; Albumosen fiallt es nicht vollstandig: 


— 


daher enthalt der Silberniederschlag Albumosen, die nach 
Zerlegung durch die Biuretprobe nachgewiesen wurden, und muss 
umngefillt werden, sonst bekommt man zu hohe Stickstoffwerthe. 

Mit Trichloressigsaure allein gibt Guanin keine Fiillung. 

Versuch XII (XXXV8): 5 com. Guaninlésung, enthaltend 
343 mg N, mit 0,1 g Wittepepton, 100 ccm. Wasser und 
10.0 g Trichloressigsiure. Nach einigem Stehen vom Albumosen- 
niederschlag abfiltrirt, Filtrat ammoniakalisch gemacht, mit 
Silber gefillt und direkt der Stickstoff bestimmt: 


berechnet. . . . 3,43 mg 
gefunden. . . . 4.44 


also ein Ueberschuss von 1,00 mg, vom Albumosen-N herrihrend. 
(XXXIV B.) Guaninldsung 6,86 mg N enthaltend, mit 
0,05 g Wittepepton in 100 ccm. Wasser geldst, 10 g Tri- 
chloressigsiure zugefiigt:; das Filtrat, nach Uebersattigen mit 
Ammoniak, durch Silbernitrat gefiillt, der Niederschlag mit 
Schwefelammon zersetzt und nochmals mit ammoniakalischem 
Silber gefallt: 


berechnet ..... 6,86 mg N 
gefunden 1. . . . .567 » > 


IV. Entfernung der Albumosen durch Ammonsulfat. 


A. Unvollstindige Albumosenfillung. 


Versuch XIV (XXXIV D): 1. Guaninlisung, entsprechend 
6.86 mg N, mit 0,02 g Pepton Witte in 100 ccm. Wasser ge- 
lost, 1 g Ammonsulfat zugesetzt, filtrirt, das Filtrat mit am- 
moniakalischer Silberlésung ausgefiillt, der Niederschlag 3 Mal 
umgefillt : 

berechnet ....... 6,86 mg N, 
gefunden ..... 1. 469 » » 
2. 5,28 >» » 

2. Guaninlésung, entsprechend 6,37 mg N, mit 2,0 g Pepton 
Witte in 100 ccm. Wasser gelist, mit ammoniakalischem Silber 
versetzt. Erst bei Zusatz von 20 g Ammonsulfat entsteht ein 
Niederschlag. Dieser wird gesammelt, 3 Mal umgefiillt (nach 
der ersten Zersetzung mit Schwefelammon entsteht ein Nieder- 
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schlag mit ammoniakalischem Silber erst nach Zufiigen yon 
1 Ammonsulfat): 


berechnet . .... . . 6,37 mg N, 
gefanden ....... 5698 » 


Vollstindige Albumosenfillung. 

3. Guaninlésung, enthaltend 6,86 mg N, mit 0,2 g¢ Pepton 
Witte in 60 g Wasser gelegt, 1 ccm. 25°%/oige Schwetelsiiure 
zugefiigt (Pick |. cit.): krystallisirtes Ammonsulfat bis zur 
Siittigung eingetragen, nach einigen Stunden von den Albumosen 
abfiltrirt, das Filter mit angeséuerter, concentrirter Ammon- 
sulfathbsung nachgewaschen: das Filtrat mit Ammoniak und 
Silbernitrat gefillt, 1m gewaschenen Silberniederschlag der 
Stickstoff ohne Umfiillen bestimmt: | 

berechnet . .... . . 6,86 mg N, 
gefunden ...... 612 > » 
Verlust. . . 0,74 mg N. 

Versuch XV (XXXVI): Guaninlésung, 9,32 mg N ent- 
haltend, wurde mit verschiedenen grdsseren Mengen Wiitte- 
pepton in 100 ccm. Wasser gelost, 2 ccm. 25°/oige Schwefel- 
siiure zugefiigt, die Losung kalt mit Ammonsulfat gesiittigt, 
filtrirt, der Albumosenniederschlag nochmals in etwas Wasser 
gelost, und wieder mit Ammonsulfat gesiittigt: die Filtrate 
vereinigt, mit Ammoniak versetzt und mit Silberlésung gefillt, 
und da nicht vollig albumosenfrei, einmal mit Schwefelammon 
zersetzt und nochmals mit ammoniakalischem Silber gefiillt: 

verlangt 9,32 mg N, 
Peptongehalt 5 °/o, gefunden 7,19 » » Verlust 2.15 mg. 
> 10 %o, > 812 >» » > 1,20 > 


> 29 %o, > 719 >» » > 2,13 > 


Versuch XVI (XLII): Peptongehalt 5°/o, Guaninmenge 
wechselnd, Behandlung wie oben: 


verlangt 9,32 mg, gefunden 5,22 mg, Verlust 4 
> 27.96 >» > 22.48 >» > 5.48 > 
Versuch XVII (XLIV): Peptongehalt 5°/o; wechselnde 
Menge von Guanin. Die Lésung zum Sieden erhitzt, kochend 
mit Ammonsulfat gesiittigt, zwei Tage auf Eis gestellt, dann 
filtrirt. Der Riickstand, Pepton und krystallinisches Ammon- 
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culfat enthaltend, in heissem Wasser gelést und nochmals mit 
Ammonsulfat gesiittigt, nach 24 Stunden filtrirt. Die vereinigten 
Filtrate mit ammoniakalischer Silberlésung gefiillt: 


verlangt 18,66 mg N, gefunden 16,24 mg Verlust 2,42 mg 
27,97 » » > 24,42 >» > 3,55 » 
2 27,97 » » > 24,81 > > 316 « 


Thatsichlich sind die Verluste aber noch grésser, denn 
die Ausfiillung der Albumosen durch Ammonsulfat im Sieden 
ist unvollstaéndig und der Silberniederschlag durch SH, zer- 
setzt, das Filtrat stark eingeengt, gibt schwache, aber deut- 
liche Biuretreaction. 

Werden dagegen die Albumosen in der Kiilte durch 
Sittigen mit Ammonsulfat und Zusatz von 2 ccm. 25° /oiger 
Schwefelsiiure auf 100 ccm. Fliissigkeit ausgefallt, so ist die 
Fiillung eine vollstindige, und es gehen, wie mehrere Kontroll- 
versuche zeigten, keine Albumosen mehr in den Silbernieder- 
schlag tiber. Die Verluste im Versuch XVI riihren daher, 
dass in concentrirter Lésung von Ammonsulfat die Silberver- 
bindung des Guanins nicht vollstiindig ausfallt. 

Versuch XVIII (XLVI): Guanin in concentrirter Ammon- 
sulfatldsung, mit ammoniakalischem Silber gefillt: 

verlangt 13,99 mg N, gefunden 11,79 mg, Verlust 2,20 mg. 
> 11,85 » > 2.14 > 

Versuch XIX (L): Ebenso, Ammonsulfatl6sungen mit 
wechselnder Concentration : 
gesattigte Loésung von Ammonsulfat 

verlangt 15,92 mg. gefunden 14,42 mg,  Verlust 1,50 mg, 
00° oige Lésung von Ammonsulfat 

verlangt 15,92 mg, gefunden 15.12 mg, Verlust 0,60 mg, 
25° oige Lisung von Ammonsulfat 

verlangt 15,92 mg. gefunden 15,54 mg, Verlust 0,38 mg. 

Die Ammonsulfatlbsung muss also vor der Silberfallung 
mit ca, 3—4 Theilen Wasser verdiinnt werden. 

Versuch XX (XLII): Guaninlésung, in 100 5°/oiger 
Peptonlésung, mit 2 cem. 25°/oiger Schwefelsiiure angesiiuert, 
in der Kélte mit Ammonsulfat gesittigt, nach 24 Stunden 
‘iltrirt, der Filterriickstand in wenig heissem Wasser ge- 
‘ost, nochmals mit Ammonsulfat behandelt; die vereinigten 
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Filtrate mit Wasser verdiinnt und mit ammoniakalischem Silber 


gefiillt : 
verlangt 18,65 mg N, gefunden 18,00 mg, Verlust 0,65 mg, 
> 27.97 >» » > 26,35 » > 1,62 > 


Uebersichtstabelle. 
Bestimmung von Guanin in albumosenhaltigen Lésungen. 


Berechnet | Gefunden Differenz 


Methode. 
mg 5 mg mg 
I. Silberfillung in albumosenhaltiger 
Losung: 
in gesiittigter Ammonsulfatlisung...... ... 686] 7,05] 019 
in 10°/oiger Lésung von Trichloressigsiure ..... 343] 4,44] 1,01 
Il. Silberfallung nach vorheriger Ent- 
fernung der Albumosen: 
A. durch Ammonsulfat und Eisenalaum......... 5,37] 2,1 |—32 
B. durch Zinksulfat : 
in der Zinksulfatlisung gefallt............ 6.86) — 
C. durch Trichloressigsaure : 
Silberniederschlag, direkte Bestimmung ....] 3.43] 1.01 
> 1 mal umgefillt..... .. 7 686] 6,30] — 0.56 F 
D. durch Ammonsulfat : 
Albumosengehalt 0,33°/o « 6,86] 6,12] —0.7! 
> °/o, Ag-Niedersehlag mal umgefallt , 932] 7,19} — 2.13 Z 
10%, »  » 932] 8,12] — 1,20 a 
> 5 vond. Albamosen sofort abfltrirt. 9,32] 5,22] — 4.10 
5%. »  » » | 2796] 22.48] —548 ( 
> Oo, nach 24 Stunden filtrirt. | 18,66} 18,00 — 0.65 A 
« 27,97] 26,35 | — 1.62 
> °/o, Albumosen im Sieden ausgesalzen. | 18.66] 16,24] — 2.12 A 
5%, 27,97] 24,42 | — 3.55 
> > > > 27,97] 24,81} 16 Si 


— 


Ergebnisse: 

8. Durch Zusatz von Ammonsulfat oder Trichloressigsiure 
yelingt es, in albumosenreichen Lésungen einen Silberniederschlag 
erzielen. Derselbe enthdlt indessen Albumosen. 

9, Die Entfernung der Albumosen vor der Silberfallung 
geschieht: 

durch Ammonsulfat und Eisenalaun, unter starkem 
Verlust von Basen; 

durch Trichloressigséure unvollkommen, so dass der 
Silberniederschlag Albumosen einschliesst ; 

durch Zinksulfat vollstindig, doch muss das Zink 
vor der Silberfillung durch Schwefelivasserstoff villig 
entfernt werden, da es die Féllung der Basen 
hindert ; 

durch Ammonsulfat in leicht schwefelsaurer Lisung 
vollstindig, falls der Albumosenniederschlag durch 
Sdttiqgung in der Kalte erzeugt wird und 24 Stunden 
steht. In diesem Falle ist der Silberniederschlag 
frei von Albumosen und braucht nicht umgefallt zu 
werden. 

10. In concentrirter Lésung von Ammonsulfat ist die Silber- 
fillung verzégert und unvollstindig, in 25°loiger Lésung dagegen 
vollstindig. Es muss daher die von den Albumosen abfiltrirte 
Lisung vor der Silberfdllung entsprechend mit Wasser verdiinnt 
werden, 

Neben der «Ammonsulfatmethode» haben wir noch eine 
zweite versucht, bei der die Albumosen durch basisches blei- 
acetat vor der Silberfillung niedergeschlagen wurden. Nun 
geht, wie schon Stideler (Ann. der Chemie u. Pharmacie, 
116, S. 105), Kriiger und Salomon (Zeitschr. f. physiol. 
Chemie, XXIV, S. 364 ff.) und Burian und Schur (Pfliiger’s 
Archiv, 81) beobachtet hatten, ein Theil der Basen in den 
Hleiniederschlag tiber. Burian und Schur haben diesen 
Antheil vernachlissigt; wir hielten es aber doch fiir nothig, 
denselben zu bestimmen, und zerlegten daher den Bleinieder- 
schlag durch Schwefelwasserstoff, befreiten das Filtrat durch 
Ansiuern und Erwiirmen von demselben und fillten mit am- 
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moniakalischer Silberlésung («Correctur»). Ebenso wurde das 
Filtrat vom Bleiniederschlag behandelt: beide Werthe musstey 
vereinigt die Menge des Basenstickstoffs reprasentiren. — [je 
Verarbeitung des Bleiniederschlags auf Purinbasen musste niin 
um so nothwendiger erscheinen, als wir in den Bauchorganen 
von Kaninchen eine Base fanden (die anderwarts beschriehen 
werden soll), welche im Gegensatz zum Xanthin, Hypoxanthin, 
Guanin und Adenin schon durch basisches Bleiacetat, oline 
Zusatz von Ammoniak, gefillt wird. 


Bestimmung bekannter Guaninmengen in Extracten von 
Rinds- und Kaninchenmuskel. 


Versuch XXI (LI): Je 250 g geschabtes Rindfleisc) 
wurden verarbeitet, die eine Hiilfte fiir sich, die andere nach; 
Zusatz von 50 cem. einer salzsauren Guaninlésung, welche 
41,20 mg N enthielt. 

Jede Probe wurde zuerst 12 Stunden bei ca. 50° mit 
750 ccm. Wasser, der ausgepresste Riickstand noch 2 Ma 
mit je 400 Wasser extrahirt, die vereinigten Filtrate 
durch Autkochen mit Essigsiiure vom Eiweiss befreit, eingeengt 
und in zwei gleiche Theile getheilt. Ein) Theil wurde mit 
Ammonsulfat, der andere, zum Vergleich, nach der oben an- 
gegebenen Methode mit basischem Bleiacetat behandelt, die zur 
Silberfiillung vorbereitete Fliissigkeit genau halbirt, jede Hiillte 
fiir sich ausgefillt und im Niederschlag der Stickstoff bestimmt. 


I. Ammonsulfat methode: 


Die guaninfreie Fraction wurde genau wie im Versuch XX be- 


handelt. 
Gefunden wurden 1. 17,5 mg N, 


2, 154 >» » 
im Mittel 16,5 mg N. 
Die Guaninfractionen, deren jede 10,3 mg Guanin-N enthielt. 
lieferten 1. 14,56 mg N, 
2. 14,14 > » 
im Mittel 14,35 mg N, 
berechnet waren 16,5 +- 103 = 26,8 > » 


also bestand ein Deficit von 12,5 mg N. 
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Il. Bleiacetatmethode: 

Die guaninfreien Portionen lieferten, 

im Filtrat vom Bleiniederschlag 16.7 mg N, 

im Bleiniederschlag («Correctur>) 2,0 » 
zusammen 18,7 mg N. 

Die Guaninportion gab 

im Filtrat vom Bleiniederschlag 26,06 mg N., 

im Bleiniederschlag («Correctur>) 2,95 » 
zusammen 29,01 mg N, 

berechnet waren 18,7 + 10,3 = 29,00 » » 

Versuch XXII (LI): Muskeln und Knochen eines 
Kaninchens zusammen in der Fleischhackmaschine zerkleinert, 
;00 g des Gemenges ohne Guaninzusatz, 400 g nach Zusatz 
yon 75 com. Guaninlésung, entsprechend 61,80 mg N_ ver- 
arbeitet, jede Portion in zwei gleichen Hiilften nach der Ammon- 
slfat- und der Bleimethode behandelt; Extraction der Muskeln 
mit Wasser wie im Versuch XNI. 


Ammonsulfatmethode: 
die guaninfreie Portion lieferte 38,64 mg N, 
die Guaninportion 34,5 >» » 
berechnet waren 38,64 + 15.45 == 48,9 » » 


somit ein Deficit von 14,4 mg N. 
Bleimethode: 
die guaninfreie Portion lieferte 26,4 mg N, 
die Guaninportion 33,2 > » 
berechnet waren 26,4-+ 15,45 = 41.9 >» » 


somit ein Deficit von 8.7 mg 

Die Ursache dieses Deficits kann nur in dem Umstand 
wegen, dass eine ungewohnlich grosse Menge von Basenstick- 
‘tolf in dem Bleiniederschlag gefunden wurde (13,16 mg, 
gegen 4,06 mg «Correctur» im Versuch 51) und dass die bei 
Zerlegung des Bleiniederschlags freigewordenen Albumosen die 
volistindige Fiillung der Basen verhindert haben. Ausserdem 
ber war denkbar, dass die Extraction des Muskelfleisches durch 
warmes Wasser unvolikommen gewesen; daher wiederholten 
vir den Versuch in der Weise, dass wir das Guanin der 
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einen Hilfte des fertigen, vom Eiweiss befreiten Aus- : 
zuges zersetzten. 

Versuch (LUD): 250 g Kaninchenmuskeln mj; 
Knochen, fein gewiegt, wurden mit 500 ccm. Wasser hej 
)0—60° zwei Stunden digerirt, filtrirt, das Filtrat vom Eiweiss 
befreit und in zwei gleiche Hiilften getheilt. Die eine wurde 
fiir sich behandelt, die andere mit 25 ecm. Guaninlésung, ent- 
sprechend 20,6 mg versetzt. Jede Hiilfte wurde bis zy 
amphoterer Reaction neutralisirt, mit basischem Bleiacetat yoll- 
stiindig ausgefillt, filtrirt: aus Filtrat und Niederschlag das Ble 
durch Schwetelwasserstoff entfernt, das Schwefelblei mehrfach 
mit Wasser ausgekocht, die Filtrate vereinigt, eingeengt, halbirt 
und mit ammoniakalischer Silberlésung gefiallt. 


Die guaninfreien Portionen gaben 
im Filtrat vom Bleiniederschlag (Mittel 


aus beiden Bestimmungen) 98 mg N, 
im halben Bleiniederschlag (Correctur) 0.2 >» 


zusammen =:10.0 mg N. 
Die Guaninportion gab 


im Filtrat vom Bleiniederschlag 13.8 mg N, 
im halben Bleiniederschlag (Correctur) 03 >» » 
zusammen mg N. 

berechnet waren 10,0 — 10,3 (fiir die 
Halfte des Guanins) = 20.3 >» » 
somit ein Deficit von 6,5 mg N. 


Aus diesen Versuchen ergibt sich: 

11. dass die Bestimmung des Basenstickstoffs nach der 
Ammonsulfatmethode in Organextracten. sehr betrdchtliche Fehler 
gibt, indem zu wenig Stickstoff gefunden wird. Da dies 
Methode in Lésungen, welche nur Albumosen enthalten, be 
friedigende Resultate gibt, muss angenommen werden, dass 7 
Organausziigen ausser den Albumosen noch andere Stoffe vorhinde 
sind, welche die Fiillung des Guanins als Silbersalz verhinderi. 
Miglicher Weise sind dies die Nucleinstiuren, die ja, wie Kosse’ 
gefunden und Schmiedebery bhestitigt hat, mit den 
durch Silber nicht vollstindig fillbare Verbindungen bilden ; dv! 
ist nicht ausgeschlossen, dass auch andere Stoffe die gleiche hemmendé 
Wirkung ausiiben. 
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12. die Bleiacetatmethode gab in einem Versuch (Rindfleisch- 
ertract, Versuch 51) ein gutes Resultat, in Versuch 52 und 53 
(Auszug von Kaninchenmuskel) aber erhebliches Deficit. 
| Die Ursache desselben ist in Folgendem zu suchen: Bei der 
Fiillung mit basischem Bleiacetat bleiben die Purinbasen zum 
crosseren Theil in Losung, zum kleineren gehen sie in den 
Niederschlag tiber. Der Niederschlag wurde mit SH, zerlegt; 
dadurch werden die Basen in Freiheit gesetzt, zugleich aber 
auch die Albumosen und anderen Stoffe, welche die Silber- 
fiillung verhindern. Es sind da dieselben Schwierigkeiten zu tiber- 
winden, wie sie oben beim Fiillen in albumosenhaltigen Losungen 
geschildert sind. Mehrfach ist es uns begegnet, dass ein Silber- 
niederschlag tberhaupt erst nach Zusatz von Ammonsulfat 
entstand, und wir sehen, dass genaue Werthe bei Gegenwart 
yon Albumosen nicht zu erhalten sind. Die Menge der durch 
das Bleiacetat gefiillten Basen ist wechselnd und nicht un- 
betrichtlich. Aus reinen LOsungen wird Xanthin, Hypoxanthin, 
Adenin und Guanin durch basisches Bleiacetat (ohne Ammoniak) 
zwar nicht gefaillt, doch kénnen, wie Kriiger und Salomon 
‘Zeitschr. f. physiol. Chemie, XXIV, 5S. 364 ff.) zeigten, Nanthin 
und 1-Methylxanthin durch ausfallende Farbstoffe mitgerissen 
werden. Im Kaninchenkorper kommt die obengenannte Base in 
Betracht, welche zur Xanthingruppe gehoOrt und reiner 
Losung durch basisches Bleiacetat gefillt wird, und deren 
Menge in gewissen Extracten nicht unbetriichtlich ist, so dass 
Fehler in deren «Correctur», sei es ein Zuviel durch mit- 
gerissenen Albumosenstickstoff. sei es ein Verlust) durch un- 
vollkommene Ausfiillung unvermeidlich ist. 

13. Es geht aus alledem die Thatsache hervor, dass wir 
cine fiir alle Fille qgiiltige Methode der Basenbestimmung nicht 
hesitzen, 

Fillung in albumosenhaltiger Lisung liefert je nach dem 
Gehalt der Basen und Albumosen entweder gar keine, oder eine 
nur unvollkommene Eiillung, welche zwar durch Zusatz von 
Ammonsulfat erleichtert wird, alsdann aber Albumosen einschliesst 
und von diesen nur durch mehrfaches, mit Verlusten verbundenes 
Umfillen befreit werden kann. Oder bei geringem Albumosen- 
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gehalt fillt sofort ein Niederschlag aus, der aber wiederium 
Alhbumosen einschliesst und, bei direkter Bestimmung, hohe 
Resultate gibt. 

Die Entfernung der Albumosen durch Sdttigen mit Ammoi- 
sulfut liefert unter den obengenannten Cautelen in reinen Albu- 
mosenlisungen gute Resultate, lisst aber bei Organertracten in 
Stich, weil noch andere fillungshindernde Substanzen. (Nuclein- 
sduren?) zugegen sind, 

Die Bleiacetatmethode gibt in einzelnen Fiillen (Rindsmushel) 
qute, in anderen (Naninchenmuskel) unbefriedigende Werthe, ist 
tnidlessen das einzige Verfahren, das, wenigstens unter Umstinden, 
brauchbar ist. 

Bei Bestimmung in einem bisher ungepriiften Organ ist dic 
Aulissigheit derselben zuerst zu priifen, indem man einem Theil 
des Organauszuges eine ygemessene Menge einer bekannten Base 
cusetzt und ermittelt, ob der hierdurch bedingte un 
Basen-N in der Analyse richtig zum Ausdruck kommt. 


Prifung der Kupferfallung nach Kruger-Wulff. 

Bei der Schwierigkeit, durch Silberfiillung befriedigende 
Resultate zu erhalten, haben wir auch die Fiillung der Basen mit 
Kupfersulfat und Natriumbisulfit nach Kriiger-Wulff gepriift. Der 
Stickstotfgehalt des hierbei ausfallenden Niederschlages dart 
nicht direkt bestimmt werden, da nach Huppert Eiweisskorper, 
Rhodan, nach Burian und Schur Albumosen und iiberhaupt 
noch zahlreiche andere Stoffe in’ denselben enthalten sein 
kOnnen. Wir haben den Niederschlag mit) Schwefelkaliun 
zersetzt, das Filtrat nach Entfernung des Schwefels mit am- 
moniakalischem Silber gefillt und den Stickstoff diesem 
Niederschlag bestimmt. Die Werthe sind durchweg hoher, 
als bet direkter Silberfiillung, z. B.: 


Silberfallung Silberfallung 
direkt nach Kupferfallung 
Versuch XIV,*) in 100 g Organen 0,0976 0.1556 
> > > Muskel 0,0233 0,0478 
> XV > Muskel 0.0857 0.0958 
> XVI > Organen  0,0644 OALOL 
> > Muskel 0.0324 0.0354 


*, Versuchsnummern unserer Protokolle. 


Trotzdem haben wir diese Methode nicht weiter verfolgt, da 
wir fanden, dass die obenbeschriebene Base, gleich dem Coffein, 
Theobromin, nach Kriiger-Wulff nicht gefiillt wird, die Kupfer- 
fillung also, trotzdem sie mehr Stickstoff liefert als die direkte 
Silberfiillung, den Basenstickstoff nicht vollstiindig enthiélt. 


Ueber den Nachweis der Harnsaure im Blut und in Organausziigen. 


Der Eingangs erwihnte Plan unserer Untersuchung er- 
forderte die moglichst genaue Bestimmung der Harnsiiure im 
Blut und den Organen der Versuchsthiere. Zur Bestimmung 
im Blut hat v. Schroder (Beitriige zur Physiologie, C. Ludwig 
cewidmet, 1887, 5. 89) das Salkowski-Maly’sche Verfahren 
soweit verfeinert, dass er 1 mg Harnsiiure, 100 ccm. defibri- 
nirtem Rinderblut zugesetzt, wiederfinden konnte: etwas gréssere 
Mengen gewann er mit Verlusten von 0,2 bis 1,8 mg quan- 
titativ. wieder. 

Bei der Ausfiihrung dieses vielfach benutzten Verfahrens 
fanden wir gelegentlich Schwierigkeiten beim Enteiweissen des 
utes und bei der Zerlegung des harnsauern Silbermagnesia- 
sulzes durch Schwefelwasserstoff. 

v. Schroder befreit das Blut vom Eiweiss zuerst bei 
neutraler, dann im Filtrat bei schwach saurer Reaction. Beide 
Millungen bleiben zuweilen aus: Zusatz von Kochsalz, ab- 
wechselndes Zutriufeln von Essigsiiure und kohlensaurem 
Natron und andere kleine Hiilfsmittel helfen Ofters: lassen. sie 
im Stich, so ist der Zusatz eines Eisensalzes zu versuchen. 
Vom Citrat, Acetat und Eisenammoniak sahen wir keinen 
Vortheil, wohl aber von einigen Tropfen Eisenchloridlisung. 
Es war nur zu fiirehten, dass dieses kriiftige Oxvdationsmittel 
einen Verlust an Harnsiiure bewirkte: dies ist wohl der Fall, 
doch ist der Verlust relativ nicht sehr bedeutend. In einem 
Fall fanden wir von 0.1053 g Harnsiiure 0,1014 g wieder, 
einen Verlust von 3,9 mg 3,7° 

Versuche, durch Zusatz von Magnesium- oder Ammon- 
~iltat die Fiillung zu erleichtern, ergaben kein giinstiges Resultat, 
‘udem die Harnsiure grésstentheils mit den Eiweisskorpern austiel. 

Die Zerlegung des Silbermagnesianiederschlages hat 
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v. Schroder mit Schwefelwasserstoff statt mit Schwefelkalium : 
vorgenommen, um die Beriihrung der Harnséure mit freiem 
Alkali zu vermeiden. Die Entsilberung mit Schwefelwassersto{f 4 
ist indessen nur dann vollstiindig, wenn das Gas stundenlang 
eingeleitet wird (Taylor, Camerer s. 0.) und das Schwefel- 
silber fallt bei Gegenwart kleiner Eiweiss- oder Albumosenmengen 
(besonders bei nicht ganz frischem blut oder wenn das Ent- 
eiweissen lange gedauert hatte) colloid aus und geht, selbst 
wenn bis zur Trockne eingedampft wurde, in gleicher Form 
wieder in Losung. Wir sind daher zur Anwendung des 
Schwefelkaliums zuriickgekehrt, bei dem die Zerlegung des 
Niederschlages weit rascher erfolgt, und haben die schiidliche 
Wirkung des freien Alkali dadurch vermieden, dass wir sofort 
nach Bildung des Schwefelsilbers die Fliissigkeit mit Essigsiiure 
schwach ansiiuerten: dabei ballt sich das Schwefelsilber (be- 
giinstigt durch die Anwesenheit eines Neutralsatzes) sehr rasch 
zusammen und das Filtriren macht keine Schwierigkeit. 

Der durch Anwendung des Schwefelkaliums bewirkte 
Harnsiiureverlust ist offenbar sehr gering, wie die nachstehenden 
Kontrollanalysen beweisen. 


Harnsiiure gesucht : Harnsaiure gefunden : 
26.4 mg 26,1 mg 
26,6 > 27,9 
[8.3 >» 19.5 » 

8.» 8.7» 
8.5 >» 40 » 
8.0 >» 
6.8 > 6.3 » 
6.5 >» 6.8 » 
6.8 > 8.7 > 
> 6.7 >» 


Alle Proben waren mit 100—200 ccm. defibrinirtem 
Rinderblut angestellt, die Harnsiiure aus dem Stickstoffgehalt 
des Silberniederschlags bestimmt. Der geringe Ueberschuss, 
der in einzelnen Fillen gefunden wurde, rithrt wahrscheinlich 
von Ammoniakretention beim Auswaschen her, da bei An- 
stellung jener Versuche die Arbeiten von Salkowski, Camerer 
und die Methode von Arnstein noch nicht erschienen waren. 
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In Organausziigen ist die quantitative Bestimmung der 
Harnsiiure bekanntlich schwieriger und weniger genau, als im 
Blut. Fiir die Herstellung der Ausziige und die Silberfillung 
der Siiure sind eine Anzahl von Vorschriften vorhanden. 

Meissner (Zeitschr. f. ration. Medicin 31) extrahirte die 
Organe von Hiihnern mit warmem Wasser, befreite vom Eiweiss 
durch Kochen, fillte das (vom Leberglycogen) opalescente 
Filtrat mit Baryt und bemerkte, dass Harnsiiure «nicht oder 
nur in seltenen Fiillen» in den Barytniederschlag iibergeht. 

Salkowski(Virchow sAarchiv 31,5. 166, 1880), Bocken- 
dahl und Landwehr (ebenda 8&4, 5S. 561, 1881), Salomon, 
(Zeitschr. f. phys. Chemie Il, 5. 65) u. A. zogen ebenfalls 
mit Wasser aus, befreiten vom Eiweiss durch Kochen, fanden 
es aber nothwendig, wenigstens die Hauptmenge der Albumosen 
durch Zusatz des doppelten bis vierfachen Volumens Alkohol 
aus dem Filtrat vor der Silberfillung zu entfernen. Stadt- 
hagen (Virchow’s Archiv 109, S. 390, 1887) ging von der 
Moglichkeit aus, es mochte die Harnsiiure in zusammengesetzten, 
durch Silber nicht fillbaren Verbindungen innerhalb der Organe 
vorhanden sein, daher behandelte er die Organe 12—-24 Stunden 
mit kochender, verdiinnter Schwefelsiiure, filtrirte, fillte die 
Schwefelsiure durch Baryt nahezu vollstandig aus, neutralisirte 
genau mit kohlensaurem Baryt und filtrirte nach 24 Stunden. 
Ebenso behandelte er den mit Schwefelsiiure ausgezogenen 
Organrest, befreite die vereinigten Filtrate durch Kochen und 
Ansiiuern und, wenn dies nicht vollstiindig gelang, durch Ver- 
dauen mit Pepsin von Eiweiss. Auf diese Art konnte er von 
einigen Deci- oder Centigrammen Harnsiiure, die einem Kilo 
Fleisch zugesetzt waren, 80—85°/o wiedergewinnen. 

Nach Abschluss unserer Untersuchungen hat Wiener, 
(Veber Zersetzung und Bildung von Harnsiiure im Thierkorper, 
Arch. f. exp. Pathologie 42, S. 381) die Genauigkeit des Harn- 
siurenachweises in Organextracten nachgepriift, da er sich 
liberzeugte, dass <alle in der Litteratur angegebenen Wege 
keine befriedigenden Resultate gaben». Zu seinem besonderen 
Zweck extrahirte er die Organe bei 38° unter Schiitteln, fallte 
das Eiweiss durch Kochen und Essigsiiurezusatz, wusch die 
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Fiweissfillung durch Aufkochen mit NaCl-Lésung mehrfach 
aus, engte ein und fallte ohne vorherige Entfernung der Al- 
bumosen, nach Ludwig-Salkowski. 

Den Silberniederschlag zersetzte er mit Schwefelnatrium, 
das durch Einleiten von SH, in 30°/oige Losung von  kohlen- 
saurem Natron hergestellt war; das bei Gegenwart von Eiweiss 
colloide Schwefelsilber fiillte er durch einige Tropfen gesiittigter 
Losung von Aluminiumacetat, kochte das Filter) mitsammt 
dem Schwefelsilber mehrfach aus und engte die vereinigten 
Filtrate ein. Zugleich mit der Harnsiiure fielen Fettsiuren 
aus, die durch kochenden Alkohol extrahirt wurden; dann 
wurde mit Schwefelkohlenstoff, Alkohol und Aether gewaschen, 
eetrocknet und die Harnsiiure als solche gewogen. 

Nach diesem sorgfiiltigen Verfahren fand Wiener 
der zu Blut, Hithnereiweiss oder Lebercolatur zu- 
gesetzten Harnsiiure wieder. 

Bei allen diesen Methoden sind bei der Silberfiillung der 
Harnsiiure Albumosen zugegen, und da die Resultate nicht 
unbefriedigend sind, ist anzunehmen, dass die Fiallung der 
Harnsiiure weniger als die der Basen durch Albumosen beein- 
triichtigt wird. Dies hat schon Stadthagen angegeben (a. 
a. O.), Kontrollversuche haben es uns bestiitigt. So erhielten 
wir durch Silberfillung einer Losung, die 65 mg Harnsiiure 
enthielt, bei einem Peptongehalt) von 0,02°/o 55 mg, bet 
05° 0 Pepton 60 mg der Harnsiiure wieder. Nur darf kein 
allzugrosser Ueberschuss von Ammoniak zugesetzt werden und 
nimmt das Absitzen des Niederschlages mehrere Stunden in 
Anspruch. Auffallend ist, dass bei Gegenwart von Albumosen 
die Harnsiiure durch ammoniakalische Silberl6sung (ohne Magne- 
siamischung) selbst bei liingerem Stehen nicht reducirt wird. 

Diese Unabhiingigkeit der Harnsiiurefillung vom Albumosen- 
gehalt beweist, dass man nach der Stadthagen’schen Methode 
nur relativ geringfiigige Verluste erleidet, sofern alle 
anderen Fehlerquellen vermeidet. Weniger giinstig erwies sich 
die Wasserextraction und Fiillung der Albumosen durch Alkohol 
nach Salkowski: es gingen Ofters Harnsiituremengen von 
mehreren Centigrammen. verloren. 
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Auch bei der Stadthagen schen Methode hatten wir 
Anfangs betriichtliche Verluste, welche, wie sich herausstellte, 
beim Behandeln mit Baryt und Lithioncarbonat sich einstellten. 
Das endgiltige Verfahren war folgendes: Die gewogenen Organe 
oder Muskeln werden in grossen Kolben mit 2 Liter Wasser 
und 10 cem. concentrirter Schwefelsiure durch 12) Stunden 
<o erhitzt, dass die Fliissigkeit niemals ins Sieden kam. 
Dabei setzt sich bald das coagulirte Eiweiss zu Boden: die 
Fliissigkeit bleibt 12 Stunden stehen und wird dann durch 
grosse Faltenfilter filtrirt, was sehr rasch vor sich geht. Der 
Filterriickstand wird noch zweimal mit Schwefelsiiture von 
0.5 Volumprocent in der Wiirme je 2—3 Stunden extrahirt, 
siimmtliche Filtrate (die, wenn das Sieden vermieden wurde, 
klar sind) vereinigt und mit soviel Barythydrat versetzt, als 
der zugesetzten Schwefelsiiure entspricht: hierbei kommt. in 
der Losung ein geringer Ueberschuss von Barvt, da etwas 
Schwefelsiure ausgefiillten Eiweiss zuriickgehalten wird. 
Harnsiiure geht in den Barytniederschlag in der Regel nicht 
liber, obwohl der saure harnsaure Baryt nach Allan und 
Benseh (Ann. der Chemie und Pharmacie 65, S. 181, 1848) 
in Wasser fast unléslich ist. Bereitet man eine Loésung von 
Harnsiiture in kohlensaurem Lithion und setzt Aetzbaryt zu, so 
kann man im ausgefallenen kohlensauren Baryt, nach Aufl6sen 
in Salzsiiure, Harnsiiure gewinnen und durch die Murexidprobe 
nachweisen. In den Organextracten hatten wir Anfangs Ver- 
luste hierdurch; sie lassen sich indessen vermeiden, wenn der 
Baryt nur in geringem Ueberschuss zugesetzt wird. Der Nieder- 
schlag von schwefelsaurem Baryt sitzt, bei gelinder Wirme, 
in einigen Stunden gut ab; es wird filtrirt, kohlensaures Lithion 
bis zu neutraler Reaction zugesetzt und, wihrend der Nieder- 
schlag absitzt, von Zeit zu Zeit mit Essigsiiure von Neuem 
neutralisirt. Auch dieser Niederschlag setzt sich am besten 


bei 30—40°. Eine Probe der iiberstehenden Fliissigkeit darf 


weder mit Baryt noch mit Lithioncarbonat mehr Triibung 
geben. Ist dies, eventuell durch nachtriiglichen Zusatz, erreicht, 
so wird filtrirt, mit heissem Wasser mehrfach nachgewaschen, 
das Filtrat eingeengt (wobei Albumosen  flockig ausfallen), 
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eventuell nochmals filtrirt, dann im Ganzen oder in einzelnen 
Portionen die Fiillung mit Silber vorgenommen. 

Mehrfache Kontrollversuche zeigten, dass die auf solche 
Weise enthaltenen Barytniederschlige weder Harnséure noch 
Alloxurbasen enthalten. 

Die Verarbeitung der Silberniederschlige geschieht, wie 
oben beim Blut beschrieben: die Harnsiure wurde, wenn 
ungefiirbt, durch Wiigung, sonst durch Stickstoffbestimmung 
gemessen, in Jedem Falle an einem Minimum derselben die 
Murexidprobe ausgefihrt. 


Kontrollversuche. 

Kaninchen- Harnsaure 

muskel zugesetzt: gefunden: 
130 g 22,4 mg 22.6 mg + 0,2 mg 
130 > 38,1 > 36.2 >» — 19 » == §5,0°%/0 
130 > 49.6 > 48,2 >» — LA » = 97,2°%o 
130 > 113.2 104.5 — 87 » == 98,3°/o 
295 » 129.8 > 117,4 >» —124 = 90,4° 


Es wiire nun werthvoll gewesen, die Harnsiure und die 
Purinbasen in ein und demselben Extract bestimmen zu konnen. 
Wir sehen aber, dass die Basen in albumosenhaltiger Losung 
nicht gefillt werden konnen. Daher untersuchten wir, ob 
nach Entfernung der Albumosen nach der Ammonsulfat- oder 
Bleimethode die Harnsiiure noch quantitativ bestimmt werden 
konne. 

In gesittigter Lésung von Ammonsulfat ist die Harnsaure 
an sich nicht léslich, bleibt aber, in geléster Form zugesetzt, 
ziemlich lange in iibersattigter LOsung, namentlich in Gegen- 
wart von Albumosen fiillt das harnsaure Ammon selbst nach 
mehreren Tagen nur unvollstiindig aus, sodass die Harnsiure 
theils im Albumosenniederschlag, theils im Filtrat erscheint. 
In Letzterem fanden wir in einem Versuch statt 85 mg nur 
47 mg. Ebenso bei Anwendung schwefelsaurer Magnesia zur 
Albumosenfiillung. Es ist somit diese Methode zur Bestimmung 
der Harnsiiure nicht brauchbar. Dasselbe gilt fiir die Fallung 
der Albumosen mit basischem Bleiacetat, welches ebenso den 
grossten Theil der Harnsiiure als Bleisalz fallt. 
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Wo also Harnsiiure neben Basen bestimmt werden soll, 
muss das schwefelsaure Extract, nach Behandlung mit Baryt 
und Lithioncarbonat, in zwei Hiilften getheilt werden, deren 
eine auf Harnsiure, die andere auf Basen verarbeitet wird. 

14. Die Féllung der Harnsiure als Silbermagnesiasalz 
wird durch Albumosen in geringer Menge nicht verhindert. 

Fiir den Nachweis in Organen ist die Extraction mit halb- 
procentiger Schwefelsiure nach Stadthagen geeignet. Bei richtiger 
Ausfiihrung werden der zugesetzten Harnstiure wieder- 
gefunden. 

Die Ammonsulfat- und Bleiacetatmethode ist zum Nachiceis 
der Harnstiure nicht geeignet. Daher muss der schwefelsaure 
Organertract auf Harnséiure und Basen in zwei Hilften getrennt 
rerurbeitet werden. 


Untersuchungen iiber den Blutfarbstoff. 
Von 
M. Nencki und J. Zaleski. 
Mit einer Tafel und drei Abbildungen. 


‘Der Redaction zugegangen am 9. Juli 1900.) 


I. Ueber die Aether des Hamins. 


Es sind nahezu 50 Jahre seit der Entdeckung der Hiimin- 
krystalle durch Teichmann verflossen und bis auf den 
heutigen Tag sind die Chemiker iiber die Zusammensetzung 
dieses Koérpers nicht einig. Wohl findet jeder Autor, dass 
die, nach dem von ihm ausgearbeiteten Verfahren dargesteliten 
Hiiminkrystalle bei den Elementaranalysen unter einander iber- 
einstimmende oder nahezu itibereinstimmende Zahlen ergeben, 
die aber mit den Analysen seiner Vorginger nicht tiberein- 
stimmen. Da bei der Reinigung und Analyse seines Praparates 
der Autor es an der noéthigen Sorgfalt nicht fehlen liess und 
das Priiparat bei der mikroskopischen Besichtigung ihm keine 
fremden Beimengungen und mehr oder weniger homogene 
Krystalle zeigt, so kommt er meistens zu dem Schluss, dass 
die Priiparate seiner Vorgiinger noch nicht hinreichend von 
fremden Beimengungen befreit wurden, jedenfalls nicht so rein 
wie das seinige waren. Hie und da wurde die Ansicht aus- 
gesprochen, dass es verschiedene Hiimine geben muss, waruin 
aber bei verschiedenen Darstellungsmethoden — verschiedene 
Hiimine erhalten werden, war bis jetzt unbekannt. 

Seit den ersten, im Jahre 1884 publicirten Untersuchungen 
von M. Nencki und N. Sieber iiber das Hiamin und das 
Hiimatin sind nach einer langeren Pause in den letzten Jahren 
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vahlreiche Arbeiten iiber diesen Gegenstand erschienen, so 
namentlich die von W. Kiister und seinen Mitarbeitern, von 
M. Cloetta,!) M. Bialobrzeski,?) K. A. H. Mérner,*) 
M. Chalféieff) Cazeneuve und Breteau®) und M. Rosen- 
feld.®) In den meisten dieser Arbeiten sind werthvolle Bei- 
zur Kenntniss dieses Farbstoffs enthalten. Die Thatsache. 
dass das Hiimin kein salzsaures Salz des Hiimatins ist. sondern 
dass im Hiimin das Chlor an Kohlenstoff oder Eisen gebunden 
ist. wird nicht mehr bezweifelt. Uebereinstimmend wird an- 
cegeben, dass das Chlor des Himins durch langes Waschen 
mit heissem Wasser fast vollstandig entfernt resp. durch 
Hydroxvl ersetzt, ebenso dass auch das Eisen des Hiimins 
durch Alkalien in der Wiirme theilweise abgespalten wird. 
Die Angabe von Cloetta und Rosenfeld, dass im Hiimin 
auf 1 Atom Eisen nur 3 Atome Stickstoff enthalten sind, wurde 
als durch die Einwirkung von concentrirter SO,H, auf das Hamin 
resp. durch die Schwierigkeit, bet den Elementaranalysen aus 
dem Hiimin allen Stickstoff auszutreiben, hinreichend als un- 
richtig aufgeklirt. 

Fiir das Verstiindniss der wahren Ursache, warum von 
verschiedenen Autoren je nach Darstellungsverfahren 
Hiimine von verschiedener procentischer Zusammensetzung 
erhalten werden, war in der Hiiminforschung noch ein weiterer 
Schritt nothwendig, niimlich die Erkenntniss der in’ Nach- 
folgendem zu begriindenden Thatsachen, dass im Hiimin- 
molekiil zwei Hyvdroxyle enthalten sind und dass dieser 
Farbstoff nicht allein mit ausnehmender Leichtigkeit 
mit Saure- und Alkylradicalen Aether, sondern selbst 
mit indifferenten Verbindungen Additionsprodukte 
bildet. 


Der Eine von uns und N. Sieber waren die ersten, 


1) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 36, S. 349, 1895. 
2) Ber. d. deutschen chem. Gesellsch., Bd. 29, S. 2842. 
3) Nordisk med. Arkiv, Festband 1897, Nr. 1 u. 27. 

4) Le physiologiste russe, Vol. 1, p. 15, 1898. 

5) Bull. soc. chim., T. 21—22, 1899. 

6) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 40, S. 137. 
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welche constatirten, dass die mit salzsaurehaltigem Amylalkoho| : 

aus dem blute extrahirten Haiminkrystalle in ihrem Molekii! 

Amylalkohol enthalten, und wir haben schon damals voraus- 
gesagt, dass die mit Eisessig bereiteten Krystalle in ihrem | 
Molekiil Essigsiiure enthalten werden. Dies ist auch hernach 0 
von F. Hoppe-Seyvler!) bestitigt worden. Diese Thatsachen 
wurden aber von den Forschern wenig beachtet, 
obgleich die Verwendung von Alkohol und Mineralsiduren bei 
der Darstellung der Hiiminkrystalle wohl den Verdacht  er- 
wecken sollte, dass ein geringer Theil des Haémins atherificirt : y 
werden konnte. Der Gedanke, dass die Verschiedenheit der ( 
Hiimine dadurch bedingt ist, dass dem Himin par excellence ( 
von der Zusammensetzung: C,,H,,CIN,O,Fe mehr oder weniger : k 
Additionsprodukte oder Aetherarten beigemischt sind, wurde S 
uns sehr wahrscheinlich, als wir, anliisslich der in unserem | d 
Laboratorium ausgefiihrten Arbeit von M. Bialobrzeski,’) S 
die Beobachtung machten, dass HiiminlOsungen in Amylalkolol, 
der etwas Chlorwasserstolf enthielt, liingere Zeit erhitzt, ein 
Produkt lieferten, das sich in Alkalien nicht mehr loste. Wir ly 
haben daher, zum Theil gemeinschaftlich mit Hrn. mag. pharin. je 
L. Rézvecki, die Untersuchung tiber das Himin nach dieser 
Richtung hin wieder aufgenommen, und es ist uns gelungen, W 
mehrere Aether des Hiimins rein darzustellen und so ver- | ej 
schiedene, anscheinend widersprechende Angaben das Si 
“Hiamin und Hiimatin aufzukliiven. W 
Bevor wir jedoch zur Beschreibung der von uns erhaltenen : te) 
Verbindungen iibergehen, ist es zweckmiissig, um Wieder- ZU 
: holungen zu vermeiden, einige Worte tiber die analytischen 7,4 
Methoden vorauszuschicken. Ar 

Nicht allein die Reindarstellung der so leicht verander- 

lichen und zersetzlichen Korper ist mit besonderen Schwieriz- unt 
keiten verbunden: auch die Elementaranalysen der Himin- Ar 
priparate erfordern gewisse Cautelen, deren Nichtbeachtung Wi 
zu irrigen Schliissen fiihren kann. Es betrifft dies namentlich | pra 
die Ermittelung des Stickstoffgehaltes. Wir haben schon friilier | nur 


1) Ber. d. deutschen chem. Gesellsch., Jahrg. 1885, 5. 603. 
2) Ibid., Jahrg. 1896, S. 2842. 
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hervorgehoben, dass in den Hiimin- und Hiimatoporphyrin- 
priiparaten bei der volumetrischen Bestimmung das Stickgas 
erst beim direkten Gliihen mit Kupferoxyd entweicht und dass 
| es stundenlangen, anhaltenden Erhitzens bis zur Weissgluth 
eines innigen Gemisches mit pulvrigem Kupferoxyd bedarf, um 
| allen Stickstoff aus der Substanz zu erhalten. In dieser Hin- 
sicht leisten die schwer schmelzbaren Rohren aus Jenaer Glas 
vortreffliche Dienste und kann das gleiche Rohr mehrere Male 
benutzt werden. Verbrennungen der Hiiminpréaparate unter 
Zusatz von chromsaurem Blei sind nicht zu empfehlen, da 
dann dem aufgefangenen Stickstoff Sauerstoff beigemischt ist, 
der nachtriiglich entfernt werden muss. Den gleichen Schwierig- 
keiten begegnet man, wie Morner hervorhebt, bei der Stick- 
stolfbestimmung in Hiiminpriiparaten nach Kjeldahl. Nach 
der urspriingliichen Kjeldahlschen Methode (Erhitzen mit 
Schwefelsiure nebst Phosphorsiiureanhydrid, bis die Fliissigkeit 
nur noch schwach = gefiirbt war, und Oxydation mit Kalium- 
permanganat) wurden stets, auch bei sehr andauerndem Er- 
hitzen, zu niedrige Stickstoffwerthe erhalten, dies um so mehr, 
je kiirzer die Erhitzung war. Wenn nach Wilfarth die Zer- 
setzung bei der Gegenwart von Quecksilberoxyvd ausgefiihrt 
wurde und das Erhitzen nicht nur so lange, bis Entfirbung 
eintrat, sondern noch einige Stunden linger bei schwachem 
sieden der Schwefelsiure fortgesetzt wurde, erhielt Morner 
Werthe, die mit den nach der volumetrischen Methode erhal- 
tenen tbereinstimmten. Bei kiirzerem Erhitzen wurden viel 
zu niedrige Resultate erhalten — 7,18°/o statt 8,289 N und 
7,440 statt 8,39°/o N (vgl. Mérner, Nordiskt medicinskt 
Arkiv, Festbd. Nr. 1 p. 6). 

Dieser Umstand war fiir Einen von uns Veranlassung zu 
untersuchen, ob im Hiiminmolekiil ausser Stickstoff nicht etwa 
Argon enthalten sei.1) Das Resultat war negativ. Aller 
Wahrscheinlichkeit nach bilden sich beim Erhitzen der Hiimatin- 
praparate Produkte, wie z. B. das Paracyan, aus welchen 
nur schwierig der Stickstoff abspaltbar ist. 


1 J. Zaleski, Ber. d. deutschen chem. Ges., Jahrg. 1897, 5. 965. 
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Chlor und Eisen haben wir in gleicher Portion durch 
Erhitzen mit NOH und NO,Ag zugeschmolzenem Rohr 
bestimmt. Da das Chlor durch die Waschfliissigkeiten aus 
den Hiiminpriaparaten entfernt wird, so empfiehlt es sich, den 
betreffenden Fliissigkeiten (Alkohol, Aceton, Wasser) 0,5—0O.1° 5 
HCl zuzusetzen, Berm Trocknen der Substanz, anfangs zwischen 
Fliesspapier, spiter tiber concentrirter SO,H, und Aetznatron 
in vacuo, entweicht der tiberschiissige Chlorwasserstoff voll- 
stiindig. Es empfiehlt sich ferner, wenn der Hiiminniederschlag 
anfangs z. b. mit Alkohol, spiiter mit Wasser ausgewaschen 
werden soll, den Alkohol stufenweise zu verdiinnen, indem 
man anfangs 50° 0, dann 30°/0, dann 10° Alkohol und zuletzt 
Wasser zum Auswaschen verwendet. 

Wie weiter unten gezeigt werden wird, krystallisiren die 
verschiedenen Hiimine in verschiedenen Systemen. So gehoren 
die Krystalle des) Acethiimins triklinischen System an, 
withrend die Aether des Hiimins mit Alkylradicalen verschiedene 
Formen des rhombischen Systems zeigen. Eine mikroskopische 
Untersuchung im Polarisationsmikroskope, wie ftir: mikro- 
krvstallographische Messungen verwendet wird, belehrt uns 
sofort, ob wir es mit einer einheitlichen Substanz oder einem 
Gemisch verschiedener Hiimine zu thun haben. 

Vorziigliche Dienste hat uns die Zeissel sche!) Methode 
der Methoxyl-, eigentlich Alkvloxylbestimmung, geleistet.  Ob- 
gleich wir, speciell bei dem Hiimin- und Hiimatoporphyrinather, 
auch bei Priiparaten, deren Elementaranalyse scharf mit der 
berechneten Formel iibereinstimmte, manchmal Deficit 
zwischen O,4—1°/o von den theoretischen Werthen hatten, s0 
konnten wir immer mit hinreichender Schirfe bestimmen, ob 
die betreffende Verbindung ein oder zwei Hydroxyle enthiilt. 
Den Grund dieses Deficits haben wir nicht aufgeklaért. Wir 
haben das aus dem Alkyljodid erhaltene AgJ nach dem kiirz- 
lich von L. Vanino und O. Hauser?) beschriebenen Ver- 


1) Vergl. hieriiber: Anleitung zur quantitativen Bestimmung der 
organischen Atomgruppen von Dr. Hans Meyer, Berlin 1897, S. 45. 
2) Ber. d. deutschen chem. Gesellsch., Jahrg. 1899, S. 3615. 
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fahren mit der Pottasche-Formaldehydlésung auf etwaigen 
Gehalt an Chlorsilber wiederholt gepriift. Die filtrirte mit 
heisser Salpetersiure versetzte Losung gab mit Salzsiiure 
keinen wiigbaren Niederschlag. Dem erhaltenen war 
demnach kein AgCl, etwa von dem Chlor des Hiimins her- 
stammend, beigemischt. Nach der Methode von J. Herzig 
und H. Mever!) haben wir auch constatiren ko6nnen, dass in 
den Hiiminen kein Alkyl an Stickstoff gebunden ist und folglich 
der Stickstoff hvdrolytisch aus den Hiiminen nur als Ammoniak 
abgespalten werden kann. 


Acethiimin. 


In dem in Moskau in franzOsischer und deutscher Sprache 
von Prof. Morochowetz herausgegebenen Journal «Le phy- 
siologiste russe» ?) hat Herr Schalfejeff die interessante 
Beobachtung milgetheilt, dass die aus defibrinirtem Blute bet 
Erwiirmen mit Eisessig erhaltenen Hiiminkrystalle durch Aul- 
ljsen in chininhaltigem Chloroform — auf 1 Hiimin 1 
Chinin in 50 g Chloroform -—— und Vermischen der Losung 
mit salzsiture- oder essigsiiurehaltigem Alkohol umkrystallisirt 
werden konnen. In chininhaltigem Chloroform lOsst sich das 
Hiimin, bei gelindem Erwiirmen wiihrend t0—15 Minuten, 
allmithlich auf mit Hinterlassung eines wenig gefiirbten, geringen 
Riickstandes, von Schalfejeff carcasse» genannt; und wenn 
die davon abfiltrirte, warme Losung mit essig- oder salzsiure- 
haltigem Alkohol langsam unter Umriihren versetzt) wird, so 
bilden sich alsbald die charakteristischen Krystalle, auf die 
Wir spiiter noch zuriickkommen werden. Man circa 
S59" der angewandten Krystalle wieder: etwa bleiben 
in Chloroform ungelést als «careasse» zurtick: der Rest ist 
in der Mutterlauge der Krystalle gelist. Schalfejeff ist der 
Ansicht, dass das Hiimin aus 2 Substanzen besteht, wovon 
die eine — die «carcasse» —— ungefiirbt und nur wenig Eisen 


1) Vergl. Hans Meyer 1. c. 5. 72 und Wiener Monatshefte fur 
Chemie, 15, 613 u. 16, 599. 
~, Le physiologiste russe. Vol. I. 15. Moscou 1898. 
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enthilt, wihrend die andere — die aus dem Chloroform und 
angesduertem Alkohol abgeschiedenen Krystalle — stark eisen- 
haltig ist. Elementoranalysen der Krystalle oder der «carcasse>» 
wurden von Schalfejeff nicht gemacht. 

Ber der Wiederaufnahme unserer Untersuchungen iiber 
das Hiimin haben wir schon anliisslich der Arbeit des Herrn 
Bialobrzeski gesehen, dass die Ausbeute an Hiimin nach 
der Vorschrift. von Schalfejeff eine gréssere als bei der 
Extraction des Hiimoglobins mit Amylalkohol ist. Allerdings 
ist die Operation auch viel kostspieliger. Wir haben fiir 
unsere Untersuchung, sowie fiir die Darstellung des Hiimato- 
porphyrins, mehr als ein halbes Kilo Haémin durch Extraction 
des Blutes mit Eisessig dargestellt und einen grossen Theil 
davon entweder in ammoniakalischem Alkohol oder in chinin- 
haltigem Chloroform nach Schalfejeff gelést und beiden 
Fiillen aus Eisessig umkrystallisirt. Nach unseren Erfahrungen 
ist folgendes Verfahren das zweckmiissigste, um ein Produkt, 
das wir Acethiimin nennen werden, zu erhalten. In einen 
Liter Eisessig wird pulveriges Kochsalz, bis bei Zimmertemperatur 
nichts mehr davon gelOst’ wird, eingetragen und die Losung 
auf dem Wasserbade auf 90—95° erwiirmt. Jetzt wird zu 
dem Eisessig 200 cem. frisches, defibrinirtes und durch Mousse- 


line filtrirtes Blut — wir benutzten meistens Kinder- oder 
Pferdeblut --- zugesetzt. Die Mischung wird unter hiufigem 


Umrithren noch 10> Minuten auf dem Wasserbade erwirmt 
und, wenn die Temperatur der Losung wieder 85—90° er- 
reicht) hat, durch Mousseline in hohe Bechergliiser filtrirt. 
Schon wihrend des Filtrirens scheiden sich, mit geronnenen Ei- 
weisspartikelchen vermischt, die rothviolett glitzernden Krystalle 
des Hiimins auf dem Mousseline ab. Der Verlust ist aber gering 
und dafiir erhiilt man ein viel reineres Priiparat. Nach 2+- 
stiindigem Stehen wird die Essigsiiture abgegossen und der 
Bodensatz von Krystallen 4—5 Mal mit Wasser tibergossen, 
anfangs durch Deeantation, schliesslich auf dem Filter mit 
Wasser, spiiter mit 60—70 oigem Alkohol nachgewaschen und die 
Krystalle in) vacuo tiber SO,H, getrocknet. Aus, Liter 
Kisessig und 20 Liter Blut werden durchschnittlich 110 ¢ 
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Hiimin, d. h. gegen 5,5 g aus einem Liter Blut erhalten. Zu 
erwihnen wiire noch, dass Ueberschuss von Kochsalz, selbst 
wenn bel 90° nicht alles geldst ist, keine stérende Wirkung 
hat. Die Haminkrystalle fallen dann beim Erkalten mit Koch- 
salz vermengt aus, welches letztere durch Waschen mit Wasser 
leicht entfernt wird. Mehr als 200, héchstens 220 ccm. Blut 
auf 1 Liter Eisessig zu nehmen, ist nicht rathsam. Die Aus- 
heute wird dadurch nicht grésser und der Farbstoff  fillt 
weniger rein, zum Theil amorph aus. 

In wiisserigen Alkalien ist der getrocknete Farbstoff leicht 
ljslich und wird daraus dureh Siiuren als Hamatin amorph 
cefillt. In alkoholischen Lésungen von Ammoniak oder or- 
ganischen Basen wie Chinin, Trimethvlamin, Pyridin u. s. w. 
ist dieses Hiimin ebenfalls loslich und kann daraus unter be- 
stimmten Umstiinden, auf die wir gleich zu sprechen kommen, 
krvstallinisch erhalten werden. Man kann daraus Hiamin von 
Krystallform wie die erste Krystallisation oder je 
nach dem Zusatz von Mineralsiiure und verschiedenen Alkoholen 
Krystalle von ganz verschiedener Form und Zusammensetzung 
erhalten. 

Um die so erhaltenen Krystalle, die wir als Rohacet- 
himin bezeichnen wollen, umzukrystallisiren, miissen sie 
zuniichst gelést werden. Zu dem Zwecke werden 15 Vol. 
96° oigen Alkohols mit 4 Vol. Wasser und 1 Vol. wiisse- 
rigen Ammoniaks (spec. Gew. 0,91) versetzt und 40—60 cem. 
davon fiir je 1 g Hiimin verwendet. Nach einer viertel bis 
halben Stunde bei Zimmertemperatur und hiiufigem Umschiitteln 
ixt die Hauptmenge des Hiimins gelost mit Hinterlassung von 
geringen Mengen corrodirter Hiiminkrystalle, hauptsichlich aber 
wenlg gefiirbter amorpher Partikel. Die filtrirte ammoniakalische 
Losung wird jetzt in auf 105—115° vorgewiirmten, mit Koch- 
gesiittigten Eisessig in kleinen Portionen  eingetragen 

4—6 Vol. Eisessig auf 1 Vol. der) ammoniakalischen 
Losung. Wird weniger Eisessig genommen, so erfolgt die 
Krvstallisation sofort: die Krystalle sind aber klein und mit 
amorphen Kérnern vermengt. Bei mehr als 6 Volumen Eis- 
essig auf 1 Vol. der ammoniakalischen Losung bleibt viel 
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vom Himin in der Losung zuriick oder es scheiden sich iiber- 
haupt keine Krystalle aus. 

Die Auflosung der Krystalle kann statt durch NH, durch 
Chinin geschehen, dann ist es aber zweckmiissig, statt Alkoho! 
Chloroform zu verwenden. Die besten Verhiiltnisse sind dic 
von Schalfeyeff angegebenen. Auf 1 Hiimin 1 g Chinin 
Chloroform gelést und auf 1 Vol. filtrirten 
Losung #--6 Vol. des heissen mit Kochsalz gesiittigten Eis- 
essigs. Das Eingiessen der Chloroformlosung muss, nament- 
lich bei Arbeiten mit grosseren Quantitéten, in diinnem Strahile 
und unter fortwihrendem Umrthren, um Ueberschaumen zu 
verhiiten, geschehen. 

Nach dem einen wie nach dem andern Verfahren er- 
hilt man fiir 10¢@ des Rohproduktes 6B—8 @ des umkrystallisirten 
Hiimins. Es ist) besser, die alkalischen Losungen nicht zu 
erwiirmen: allerdings 10-15 Minuten langes Erwitrmen der 
Chloroformlésung auf 40—d50° beschleunigt die AuflOsung des 
Hiimins und das umkrystallisirte Produkt ist rein und von der 
charakteristischen Krystallform, aber die Ausbeute wird geringer. 
beim Hingeren Erwirmen der alkalischen Losungen werden 
liberhaupt keine Krystalle erhalten. Nach mehrwochentlichem 
Stehen selbst bei Zimmertemperatur verlieren namentlich dic 
Losungen die Fihigkeit, Krystalle zu bilden, 
olfenbar weil alles Hiimin in Hiimatin tibergegangen und zum 
geringen Theil auch Eisen abgespalten ist. Ein hoherer 
Ammoniakgehalt, auch in der Kiilte, ist ebenfalls von Schaden. 
Statt 7O°Joigen stiirkeren oder absoluten Alkohol anzuwenden. 
hat den Nachtheil, dass das Hiimin= sich darin weniger 
losst- und zur volligen) Losung mehr Fliissigkeit’ resp. mehr 
NH, erforderlich ist. Es ist) néthig, genau die mitgetheilten 
Vorschriften zu beachten, widrigentalls ist die Ausbeute viel ge- 
ringer, die Krvstalle sind mit amorphen Kornern vermengt oder 
es scheiden sich beim Erkalten tiberhaupt keine Krystalle aus. 

Statt mit) Eisessig haben wir in einigen Versuchen dic 
alkalischen Losungen mit dem 4—6fachen Volumen auf 100° 
erwiirmter Ameisensiiure, normaler Buttersiiure und Milchsiiure 
vermischt. Nur aus Buttersiure erhielten wir wohl ausgebildete 
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Krystalle von der gleichen Form und Zusammensetzung wie 
die aus Eisessig. Aus Milchsiiure waren die Krystalle sehr 
klein, anscheinend von gleicher Form wie die aus Elsessig: 
ihr AuslOschungswinkel war bei ca. 28°. 

Ber den Elementaranalysen des umkrystallisirten Acet- 
hiimins erhielten wir folgende Zahlen : 

I. Acethiimin aus Rinderblut mit Eisessig erhalten, durch 
Auflosen in alkoholischem NH, und Vermischen mit) kochsalz- 
haltigem, auf erwarmtem Eisessig umkrystallisirt. Die 
abgeschiedenen Krystalle wurden mit Wasser, lierauf stuten- 
weise mit verdtinntem, 80° oigem Alkohol gewaschen. 
Das Wasser wie der Alkohol enthielten 2° 00 HCl Das Prii- 
parat wurde in vacuo tiber SO,H, und NaOH bis zu constantem 
Gewichte getrocknet. Hier wie in den nachfolgenden Analysen 
wurden die Verbrennungen fiir G und Ho omit CuO gemacht in 
der Art, dass das zugeschmolzene Rohr hinten und vorn mit 
eranulirtem CuO beschickt, in der Mitte aber die abgewogene 
Substanz Innig pulverigem Bleichromat gemischt wurde. 
Der Stickstoff wurde tiber 30° oiger KOH aufgefangen und die 
dadurch verminderte  Spannkraft. des Wasserdampfes vom 
barometerstand abgezogen., 

0.2487 ¢ gaben 0.1149 H,O u. 05706 g CO, = 5,14? Hou. 62,5890 C. 
gaben 19,1 cem. N-Gas bei 19.0° T u. 762 mm. Bst. 8.669 0 N. 
03085 ¢ gaben 23,1 cem. N-Gas bei 18,2° T. u. 758 iim. Bst. == 8,65" N. 
OS199 ¢ gaben 0,1869 g AgCl u. OL014 g Fe,O, == Cl u. Fe- 
07015 ¢ gaben 0,1548 AgCl u. 0,0874 g Fe,O, = 5,46°/0 Clu. 8,729 0 Fe. 


0.2555 ¢ 


Acethiimin in chininhaltigem Chloroform und 


durch Vermischen der Losung mit heissem Eisessig auskrystallisirt. 
0.2322 ¢ gaben 17,3 ccm. N-Gas bei 18,0° T. u. 755 mm. Bst. == 8,58%/o N. 


O4894 gaben 0,1060 ¢ AgCl u. 0,0601 g Fe,O, = Clu. 8,60°, Fe. 


Il. Acethémin in alkoholischem Ammoniak gelOst und die 
Losung mit kochsalzhattiger, auf 125° erhitzter Buttersdiure 
Vermischt. Die abgeschiedenen Krystalle wurden zuerst in 
vacuo und hierauf bei 105° getrocknet. Der Gewichtverlust 
ber 105° betrug 0,2°/o. 


- 


H,O u. 0,7393 ¢ CO, = 54 
= 5,4 


0.5229 ¢ gaben 0,1585 
g g H,O u. 0,6177 g 


Hou. C. 
264 ¢ gaben 0,1330 


H u. 62,52°/o 
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0.2312 g gaben 17,2 ccm. N-Gas bei 15,5° T. u. 755 mm. Bst. = 8,66° 0 N, 

0.4344 g gaben 0,0963 g AgCl = 5,48%o Cl. 

0.6114 g gaben 0,1359 g AgCl u. 0.0766 g = 5,50°/o Cl u. 8,77°)0 Fe. 
In Procenten wurde gefunden : 


C 62,58 62,43 62,52 
H 514 5.45 5.49 
N 8.65 8.58 8.66 

Cl 5,64 546 5.35 5,48 5.50 
Fe 8.66 8,72 8.60 ~ 8,77 


Die Formel: C,,H,,0,N,ClFe Aeq. 652, 5 verlangt : 
62,53°/o 
H  5,06°/o 
N 
Cl 
Fe 8,59°%o 

Die analysirten Krystalle waren vollkommen homogen, 
frei von jeder fremden Beimischung. Herr Dr. Weyberg, 
Custos mineralogischen Sammlung an der Warschauer 
Universitit, hatte die Freundlichkeit, das von uns analysirte 
Acethiimin krystallographisch zu untersuchen, und hat uns 
dariiber Folgendes mitgetheilt : 

«Mikroskopische diinne bliitter und Siulchen des_ tri- 
Klinischen Systems. Die gréssten von ihnen sind 0,2 mm. lang 
und 0.05 mm. breit: in auffallendem Lichte von schwachem halb- 
metallischen Glanze, in durchgehendem Lichte dunkelbraun 
und wenig durchsichtig. Mit einem Nicol’schen Prisma 
untersucht, zeigen sie trotz der unbedeutenden Dicke einen 
sehr starken Pleochroismus, in der Liingsrichtung dunkelbraun, 
fast violett, in der Breite hellbraun, fast strohgelb. Die Krystalle 
sind stark doppeltbrechend, optisch negativ. Folge des 
starken Pleochroismus kann der Charakter der Doppelbrechung 
und der Ausl6schungswinkel nur an den diinnsten daher 
kleinsten Krystallen) gemessen werden, was die Genauigkeit 
hedeutend verkleinert.. In| 20> Messungen wurde der Aus- 
loschungswinkel von 86—30° gefunden. Aus gleichem Grunde 
konnen auch die optischen Hauptrichtungen nicht genau 
zeichnet werden. Auf den ersten Blick erinnert) der Habitus 
der Krystalle und ihrer sterniihnlichen Durchkreuzungsviellinge 
an die Gypsgestalten. Am hiiufigsten ist die Form der Ab- 
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hildung Nr. 2 von Prof. Lagorio!) entsprechend. Bei der 
Betrachtung im auffallenden Lichte im Reichert’ schen Mikro- 
skope zur Untersuchung der Oberfliéche undurchsichtiger Korper 
ergibt es sich, dass die Ebene M in der Zeichnung von 
Lagorio eigentlich aus zwei Ebenen M, und M,_ besteht.*) 
Die Ebenen M, und M, bilden einen sehr 
stumpfen Winkel, weshalb sie in) durchfallendem 
Lichte den Eindruck einer Fliiche machen. Die 
Fliche t ist meistens sehr stark corrodirt und 
hat unregelmissige Vertiefungen. Die Krystalle 
sind so diinn, dass die Ebene h kaum bemerkbar 
ist. Wegen der Corrosion der Fliichen, ihrer 
Kleinheit und des schwachen Glanzes  konnte 
eine genauere Messung der Fliichen- und Kanten- 
winkel nicht ausgefiihrt werden. Der Habitus der 
\*\ | Krystalle stimmt mit den Zeichnungen des Pro- 
fessors Lagorio und die Grosse des von thm 
gemessenen AuslOschungswinkels stimmt ebenfalls 
mit meinen Messungen tiberein, so dass die von 
Prof. Lagorio und mir untersuchten Krystalle 
als identisch zu betrachten sind». 

Es ist zu bemerken, dass anliisslich der 
Publication von Prof. Schalfejeff*) iiber die 
Darstellung des Hiimins durch Extraction des defibrinirten 
Biutes mit Eisessig, die von ihm erhaltenen Krystalle von 
Professor Lagorio. krystallographisch untersucht und das 
Resultat der Messungen in dem = oben citirten Journal ver- 
Offentlicht wurde. Die Angaben von Lagorio  beziehen 
sich also. auf das nicht umkrystallisirte Rohacethamin. 
Wie die Bestimmungen von Dr. Wevyberg ergeben, wird 
das Acethiimin beim Urnkrystallisiren nach den oben  ge- 


1) Journal der russischen physik.-chemischen Gesellschaft, Bd. 17. 
36, 1885. Russisch. 

2) Siehe die Figur. 

3) Journ. d. russ. phys.-chem. Gesellsch. Bd. 17, 5. 30, vgl. auch 
ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. Jahrg. 1885. Ref., S. 232. 
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gebenen Vorschriften krystallographisch nicht verandert. Herr 
Dr. Zemiatschinsky, Professor der Mineralogie an der Peters- 
burger Universitit, hatte die Freundlichkeit, auch Acet- 
hiimin, das wir aus normaler Butterséiure umkrystallisirten 
und dessen Elementaranalysen oben mitgetheilt sind, zu unter- 
suchen, und schreibt uns dariiber Folgendes: 


‘Die Krystalle — nach einer Richtung hin ausgezogene 
Blittchen — sind Combinationen, wie sie Lagorio unter 


Nr. 2 und 83 abgebildet hat: den Ausléschungswinkel habe ich; 
zwischen 34—30° gefunden, sie sind mit denen von Lagorio 
abgebildeten identisch. » 

Wie die empirische Formel zeigt, unterscheidet sich das 
Acethiimin in seiner Zusammensetzung von dem Hamin you 
Nencki und Sieber nur durch die Acetylgruppe und = man 
kOnnte denken, dass es daraus durch Einwirkung von Eisessig 
entstanden tnd einfach der Acetylester des Himins ist. 
C,H,,0,N,ClFe + C,H,0 . OH = H,0. 

Weiter unten anzufiihrende Griinde sprechen gegen diese 
Annahme. Wir haben zwar aus dem nicht umkrystallisirten 
Rohacethiimin beim Zersetzen mit Alkali mit Sicherheit Essiv- 
siiure erhalten, 10 ¢ der tiber SO,H, und NaOH im Vacuum 
bis zu constantem Gewichte getrockneten Krystalle wurden 
init oiger Kalilauge 2 Stunden lang Riickflusskiihler 
zim Kochen erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das Hiimatin 
durch tiberschiissige verdiinnte SO,H, gefiillt und das  Filtrat 
samimt Waschwasser der Destillation unterworfen. Das zu 
Anfang tibergegangene Destillat’ gab mit Eisenchlorid eine 
rothbraune Fiirbung und bei Erwiirmen einer Probe des De- 
stillates mit Aethylalkohol und SO,H, trat der Geruch nach: 
Mssigiither sehr deutlich auf und als das Destillat) mit Alkali 
neutralisirt, zur Trockne verdampft und der Riickstand mil 
arseniger Siiure erhitzt wurde, roch die Schmelze stark nach 
Kakodyl. 

Als wir den Versuch mit 5 ¢ des umkrystallisirten Acet- 
hiimins wiederholten und das Destillat zur Entfernung der 
mitiibergegangenen Salzsiiure mit Bleioxyd eingedampft, den 
Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen und mit SO,!1, 
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ephitzt haben, war der Geruch nach Essigiither nicht deutlich 
wahrnehmbar: auch die Kakodylprobe mit einem anderen 
Theil des Destillates fiel negativ aus. Allerdings waren hier 
im giinstigsten Falle im Gesammtdestillate nur etwa 0,45 ¢ 
Exsigsiiure zu erwarten und das ist vielleicht die Ursache, 
dass in diesem Versuche die Essigsiiure nicht bestimmt nach- 


cewiesen werden konnte. 

Den verschiedenen Losungsmitteln gegeniiber verhilt sich 
das Rohacethiimin wie das umkrystallisirte durchaus gleich. 
In verdiinnten Alkalien, Ammoniak, Losungen  organischer 
Basen sind sie leicht léslich. Wird Acethiimin mit) unzu- 
reichender Menge verdiinnten — etwa 1°/o0o -—— Ammoniaks 
versetzt, sodass ein Theil der Krystalle ungelést bleibt, so kbnnen 
aus der ammoniakalischen Léstng nach Zusatz von Alkohol in 
den friiher angegebenen Verhiiltnissen und Eintragen in heissen, 
kochsalzhaltigen Eisessig die Krystalle des Acethiimins daraus 
erhalten werden. In verdiinnten organischen und Mineralsiiuren 
ist das Acethiimin vollig unlbslich; ebenso in) Chloroform, 
Aceton und Aether. Diese Loésungsmittel werden in der 
Kiilte davon gar nicht angefirbt. Etwas léslich ist) in 
Alkohol, namentlich in 7O—80°/o. In Kapillarroéhrehen erhitzt, 
sintert es gegen 240° und schmilzt selbst bei 300° nicht. 

Acethiimin im Zeissel’schen Apparate mit JH auf 140° 
erhitzt, gab in der Silberldsung gar keine Triibung. Um = zu 
sehen, ob etwa darin Alkylradicale an Stickstoff gebunden 
<ind, erhitzten wir das umkrystallisirte Acethiimin mit JH in 
dem Apparate von Herzig und Mever!?) auf 270—290°. Es 
wurde zuerst, um die Reagentien auf ihre Reinheit zu prifen, 
ein blinder Versuch gemacht. Statt die beiden Kélbchen im 
sandbade zu erhitzen, wurden sie in Asbestpappe eingewickelt 
und dann erhitzt; auch haben wir es zweckmiissig gefunden, 
den Hals der beiden Kéibchen etwas liinger zu machen, um 
die Korke vor der Hitze zu schiitzen. Nachdem der Apparat 
zusammengestellt worden, beschickten wir ihn mit 20 ccm. JH 
und & g Jodammonium. Wir erhitzten die Kélbchen bis auf 


1, Wiener Monatshefte. 15. 613. 
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290°. Die Temperatur im Kiihler und in dem mit rothem 
Phosphor beschickten Kugelapparat wurde constant auf 60° 
erhalten. In der Silberl6sung entstand Anfangs ein minimaler 
schwarzer Niederschlag, der bei weiterem Erhitzen sich nicht 
vermehrte. Wir unterbrachen jetzt das Erhitzen nach 
volligem Erkalten beschickten wir den Apparat) mit noch 
15 com. JH und setzten 0.6549 des umkrystallisirten Acet- 
hiimins hinzu. Wiihrend 2stiindigem Erhitzen auf 280—290° 
bildete sich an dem Zuleitungsréhrchen in der SilberlOsung 
ein unwigbarer brauner Beschlag. Die SilberlOsung selbst 
zeigte nur eine schwache Opalescenz. Wir ziehen daraus den 
Schluss, dass im Acethiimin weder mit dem Hydroxylsauer- 
stoff noch mit dem Stickstoff ein Alkyl verbunden ist. 

Den entscheidenden Beweis, dass im Acethiimin das 
Acetyl nicht einen Hydroxylwasserstoff ersetat, finden wir aber 
darin, dass das Acethiimin gleich wie das Himin von der 
Formel Clee zwei freie Hydroxyle enthalt. Durch 
Kinwirkung von Salzsiiure auf eine methylalkoholische Losung 
des Hiamins erhielten wir das Dimethylhiémin : 

C,,H,,( OCH,),ON,ClFe. 
Andererseits erhielten) wir aus dem Acethimin bei ent- 
sprechender Behandlung einer athylalkoholischen Losung nicht 
allein den Monoithylither des Acethiimins : 
sondern auch den Diiithylither: 
(OCH, ),0,N,ClFe. 
Bevor wir jedoch zur Beschreibung dieser Aether tibergehen, 
wollen wir mit wenigen Worten die Natur der von Schalfeje!! 
als «carcasse » bezeichneten Substanz aufkliiren. 

Oben wurde mitgetheilt, dass beim Auflésen des Roli- 
acethiimins in chininhaltigem Chloroform etwa 6°/o als wenlg 
gefiirbter Riickstand — die « carcasse » — hinterblieben. Unter 
dem Mikroskope besteht dieser Riickstand aus Krystallfrag- 
menten und amorphen, theils gefiirbten, theils ungefiarbten 
Partikeln. Wir haben ihn beim Umkrystallisiren des <Acet- 
hiimins in grdsseren Mengen gesammelt, mit Chloroform nach- 
gewaschen und in vacuo iiber SO,H, getrocknet. Die trockene 
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Substanz, auf Platinblech erhitzt, verbreitete den Geruch nach 
yerbranntem Horn und hinterliess etwas Asche, aus Eisenoxyd 
bestehend. Als die Substanz mit metallischem Natrium ge- 
eliiht und die riickstaéndige Kohle mit etwas Wasser aufge- 
nommen wurde, gab die davon abfiltrirte Losung mit Nitro- 
prussidnatriam eine stark violette Fiirbung, ein Zeichen, dass 
die carcasse auch Schwefel enthilt. Kine von Herr Rézycki 
ausgefiihrte Elementaranalyse der « carcasse» ergab ihm fol- 
gende Zahlen: 

01986 ¢ gaben 0.1120 g u. 0.3936 g CO, = 6,26°o 54.02% C. 

0.2096 » » 23,0 N-Gas bei 16,8° T. u. 751 mm, Bst. = 12,8390 N. 

0.4682 > 0,080 g AgCl u. 0,0366 g Fe,0, = 3,05 °/o Clu. 5,47%Jo Fe. 

Es ergibt sich hieraus, dass die « carcasse » ein Gemisch 

yon etwas ungeléstem Himin, amorphem Hiimoglobin und 
veronnenem Eiweiss ist. 


Der Dimethylaither des Himins. 


An die Méglichkeit der Aetherbildung aus Himin haben 
wir schon anliisslich der Arbeit des Herrn Bialobrzeski 
gedacht, als wir sahen, dass bei liingerem Kochen der. salz- 
siiurehaltigen amylalkoholischen Loésung das abgeschiedene 
Hiimin in verdiinnten wiisserigen Alkalien unloslich wurde und 
auch der Procentgehalt des erhaltenen Produktes an Kohlen- 
stoff und Wasserstoff erheblich zunahm, wiéhrend der Gehalt 
an Stickstoff, Eisen und Chlor entsprechend abnahm. In dieser 
Vermuthung wurden wir noch bestarkt, als wir nach der Vor- 
schrift von Schalfejeff!) zum warmen, chlorwasserstoffhaltigen 
Aethylalkohol die chininhaltige Chloroformlésung des Hiimins 
zugesetzl haben. Die abgeschiedenen Krystalle waren ver- 
schieden yon den triklinischen Formen, die wir ausschliesslich 
erhielten, als wir die gleiche Chloroformlésung mit heissem 
Kisessig vermischten. Sie bestanden grosstentheils aus spindel- 
und wetzsteinartigen Formen, wie sie Ofters die Harnsiiure 
zeigt, daneben waren gut ausgebildete, sechsseitige Tafeln und 
auch die charakteristischen Krvystalle des Acethimins vor- 


1) Le physiologiste russe. T. 1, p. 16. 
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handen. Es wurde uns klar, dass beim Vermischen mit salz- 
siiurehaltigem Aethylalkohol ein Gemenge verschiedener Korper 
sich bildet. Da im Allgemeinen Methylalkohol besser als Aethy1- 
alkohol zur Aetherification sich eignet, so hat auf unsern 
Vorschlag, Herr L. R6ézvcki, die Darstellung des Methvyliithers 
des Hiimins ausgefiihrt. 

Rohacethimin aus) Pferdeblut) wurde in’ chininhaltigem 
Chloroform in der Wiirme gelost und in kleinen Portionen aut 


je 10 cem. der filtrirten Loésung 50 cem. reiner mit HCl 


sitttigter Methylalkohol zugesetzt. Beim) langsamen  Erkalten 
bildeten sich darin§ wetzsteinformige, zu Rosetten  gruppirte 
Krystalle, die nach 3 tiigigem Stehen abfiltrirt und anfangs mit 
Aethylalkohol, hernach mit Aether gewaschen wurden. Die in 
vacuo bis zu constantem Gewichte getrockneten  Krystalle 
ergaben bei den Elementaranalysen folgende Zahlen: 
O1795 g gaben 04210 CO, u. 0,0942 g H,O = 63,95 °/o Cu. 5,799 0 H. 
Q,2171 >  » 16,1 cem. N-Gas bei 17,6° T. u. 756 mm. Bst. = 8,539 0 N, 
0.2196 > >» 0.0448 ¢ AgCl u. 0,0269 Fe,0, = 5,04 Cl u. 8,570 Fe, 
0.2160» 0.5058 ¢ CO, u. 0,1080 g = 63,86%o Cu. 5.55% 0 HL 
Q1550> » 411.5 com. N-Gas bei 16° T. u. 764 mm. Bst. = 8,720 N. 
0.2753 > » 0,0604g¢ AgCl u. 0,0345 g Fe,O, = 5,42 °/o Cl u. 8.77% Fe. 
Drei Methoxvlbestimmungen in diesem Praparate, wobei 
die Substanz mit Jodwasserstoff!) auf 140° erhitzt wurde, er- 
gaben als Methylzahl: 4,26°/o, 4,12°/o und 4,13°/o CH,. 
Dieses Priiparat war wiisserigem Ammoniak oder 
Natronlauge vollig unléslich und erst beim Kochen damit ging 
es allmihlich Losung tiber. Im Capillarrohr erhitzt, war 
die Substanz selbst tiber 300° nicht geschmolzen. Aus den 
iibereinstimmenden Elementaranalysen und den Methoxylbe- 
stimmungen geht mit Sicherheit hervor, dass im Hémin zwei 
durch Methyl ersetzbare Hydroxylwasserstoffe vorhanden sind. 
Das Resultat der Analysen war insofern fiir uns tiberraschend, 
als wir eigentlich den Methylither des Acethimins erwarte! 
haben. Die Zusammenstellung der analytischen Resultate spricht 
aber mehr zu Gunsten der Formel: C,,H,(OCH;),ON,ClFe. 


1) Jodwasserstoff vom spec. Gew. ca. 1,7 speciell fiir « Methoxy!- 
bestimmung » ist bei Kahlbaum in Berlin kauflich zu haben. 
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Berechnet fiir: Berechnet fiir: Gefunden: 
H,,(OCH,),ON,ClFe 
(63,90 C 63,48 Jo 63,95°%)o und 63.86%» 
H H 543 H 8,79°%o » 5,55°%o 
8,77 °/o N 8,22  8,53°%o 8,72 
Cl 5,56 %Jo Cl 5,21 % 0 Cl 5,42 %/o 
Fe 8.77 °%o Fe Fe 8.57% » 8.77%. 


Im Dimethylhimin ist der Methylgehalt: 4,69°/o0 
Dimethylacethémin enthiilt 4,40°0CH,. Durch vergleichende 
Versuche haben wir constatirt, dass, wenn die methvlalkoho- 
lische Losung weniger als 1,5° 0 HCL enthélt kiirzer als 
> Minuten erwiirmt wird, dann ein Theil der beim Abkiihlen 
sich ausscheidenden Krystalle verdiinnten Alkalien l6slich 
ist. Beim lingeren Erwiirmen wird das Priéparat) in 
Alkalien unloslich, dafiir wird aber der Kohlenstoff- und auch 
der Stickstoffgehalt: merklich herabgesetzt und auch die Methyl- 
zahl ist vermindert. So wurden 10g Acethiémin in 800 
Methylalkohol mit 10g Chinin gelést. Die filtrirte Losung 
mit 70 com. HCl-haltigem Methyvlalkohol versetzt und zwar in 
dem Verhiiltniss, dass die Lésung 1,5°/o freie HCl enthielt, 
und 10 Minuten lang auf dem Wasserbade zum Kochen = er- 
wiirmt. Die beim Erkalten abgeschiedenen und abfiltrirten 
Krystalle wurden mit stufenweise verdiinntem Methylalkohol, 
<chliesslich mit) salzsiiurehaltigem Wasser gewaschen und 
anfangs auf Fliesspapier, sodann im Vacuum tiber SO,H, und 
NaOH getrocknet. Die Krystalle waren in verdiinnten Alkalien 
in der Kiilte véllig unléslich und ergaben bei den Analysen 
62,76°%o und 63,06°/o; und 5,78°%0; N 
und 832%/o: Cl 5,69%o und 5,71°/o: Fe und &,71% 0; 
und 3,93%o 

In einem zweiten Versuche wurden 5g nach dem Ver- 
fahren von Neneki und Sieber aus dem Amylalkohol er- 
haltenen Hiimins in 400 g absoluten Methylalkols mit 5 g Chinin 
gelost und 300 cem. der Lésung mit 20 cem. mit HEL ge- 
“iittigtem Methylalkohol 15 Minuten lang Riickflusskiihler 
wil dem Wasserbade gekocht. Die wie oben erhaltenen und 
eewaschenen Krystalle waren in) wisserigen Alkahien vollig 
wildslich, Bei den Elementaranalysen wurden folgende Zahlen 
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erhalten: C 63,2°/o; H 5,49%o; N 8,57°%o; Fe 8,59°%o- 
Cl 5,27°%e und 3,54%/o CHsg. 

Da der Monoiithyliither des Acethiimins in Alkalien leicht 
l6slich ist und die beiden letzten Priparate darin vollig un- 
léslich waren, so konnte hier nicht ein Gemenge von Mono- 
und Dimethylhiimin vorliegen. Vielmehr ist anzunehmen, dass 
nur der Dimethyliither vorlag, der aber zum = geringen Theil 
durch zersetztes Hiimin, in Folge des Kochens mit Salzsiure, 
verunreinigt war. Bei der mikroskopischen Betrachtung von 
Hiiminen, die liinger mit salzsiiurehaltigem Methylalkohol er- 
wiirmt wurden, sahen wir ausser der. sternartig gruppirten 
Spindel auch kleine, dunkle Kugeln, an denen keine Krystall- 
form mehr zu erkennen war. 

Da, wie wir gleich sehen werden, das ?-Himin von 
Morner der Monoiithyliither des Acethiimins ist, so versuchten 
wir nach Morner’s Verfahren aus den rothen Blutkorperchen 
vom Rind mittelst Methylalkohol den Monomethylather darzu- 
stellen. Der Versuch fiel insofern ungiinstig aus, als die 
BlutkOrperchen mit Methylalkohol geféllt, nach erfolgter  Ge- 
rinnung vom Methylalkohol abgepresst, in feuchtem Zustanide 
eine plastische Masse bilden, die, mit salzsiiurehaltigem Methy!- 
alkohol erwiirmt, uur wenig schr kleine Krystalle gaben, die 
iiberdies durch Acidalbumin und Fett stark verunreinigt waren. 
Durch Kochsalzzusatz zu der Masse wurden zwar weniger 
verunreinigte, aber doch zur Analyse nicht geeignete Krystalle 
erhalten. Wurde der Blutkuchen an der Luft getrocknet und 
die fein gepulverte Masse mit salzsiiurehaltigem Methylalkoho! 
extrahirt, so ging nur wenig Farbstoff in Losung und die 
Ausbeute an Krystallen war sehr gering. 


Die Aethylather des Acethamins. 


Wird Acethiimin in chininhaltigem Chloroform gelést und 
die filtrirte Lésung nach der Vorschrift von Schalfejeff mit 
warmem, salzsiiurehaltigem Aethylalkohol vermischt, so erhiilt 
man nach dem Erkalten neben den charakteristischen Formen 
des Acethiimins auch spindelfOrmige, meistens sternfOrmis 
eruppirte Krystalle. In der iiblichen Weise gereinigt 
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getrocknet, spalten diese Krystalle, mit verdiinnter Natronlauge 
destillirt, Aethylalkohol ab, welcher in den ersten Destillaten 
durch die Jodoform- oder die Aldehydreaction leicht nach- 
cewiesen werden kann. Es entsteht also nach diesem Ver- 
fahren ein Gemisch von unveriindertem Acethiimin, seinem 
Aethyliither und wahrscheinlich auch Alkoholadditionsprodukte. 
Wird die salzséurehaltige, iithylalkoholische Lésung auf dem 
Wasserbade linger erwiirmt, so wird ein Theil der erhaltenen 
Krvstalle in verdinntem Ammoniak unloslich, indem, wie weiter 
unten gezeigt wird, der Diithyliither des Acethiamins sich bildet. 

Das beste Verfahren zur Darstellung des Monoiithyliathers 
des Acethimins ist das von Moérner fiir das s-Hiimin an- 
gegebene, denn nach unserer Ansicht ist das s-Hiimin nichts 
Anderes als Monoiithylacethimin. Zu seiner Darstellung hat 
Morner. defibrinirtes Blut mit einigen Volumen Wasser ver- 
diinnt und nach Zusatz der eben nothigen Menge Schwefelsiiure 
durch Kochen coagulirt. Der Niederschlag wurde mit Wasser 
gut gewaschen und ausgepresst, dann mit Weingeist zerrieben 
und wieder ausgepresst. Er wurde darauf in Weingeist von 
4)—93°'o eingetragen (auf je 1 Liter verwendetes Blut etwa 
1.5 Liter Weingeist), welcher mit 0,5—1 Volumprocent con- 
centrirter Schwefelsiiure versetzt worden war. Unter hiufigem 
Umriihren wird das Pulver einige Stunden bei Zimmer- 
temperatur mit dem sauren Weingeist in Bertihrung gelassen, 
wobel der Farbstoff fast  vollstiindig ausgezogen wurde. Die 
ausgepresste und filtrirte weingeistige Losung wird dann 
bis zu beginnendem Sieden erhitzt und mit erwarmter Salz- 
siture (auf je 1 Liter der Lésung 10 ccm. Salzsiiure, welche 
iit Weingeist verdiinnt wurde) versetzt und dann in der 
iille stehen gelassen. Die nach einem oder nach ein paar 
Tagen abgeschiedenen Krystalle wurden mit Weingeist, dann 
mit Wasser gewaschen, darauf in gelinder Warme getrocknet 
ind mit Petrolither und Aether erschépft. In 6 Priaparaten 
verschiedener Darstellung aus Hunde- und Rinderblut, denen 


noch 2 in der zweiten Abhandlung') mitgetheilte hinzuzufigen 


1) |. ce. Festband Nr. 26, S. 5 und 8. 


— 404 — 


wiiren, erhielt Morner gut untereinander tbereinstimmende 
Zahlen, aus welchen er die Formel C,,H,,0,N,ClFe berechnet. 
Der empirischen Zusammensetzung nach wire dieses 3-Hiimin 
ein Homologes des Hiimins von Nencki und Sieber, und 
zwar ein Propionylhiimin = C,,H,,(C3H,0)0,N ,ClFe. 

A priori ist es ja nicht ausgeschlossen, dass aus dem 
Hiimoglobin ebensogut wie Acetvlhaimin auch Propionylhimin 
abgespalten werden kann. Uns ist es deshalb wahrschein- 
licher, dass das ?-Hiimin der Monoiithyliither des Acethiimins 
ist, weil MoOrner selbst durch Destillation mit Natronlauge 
daraus Aethylalkohol abgespalten hat. Monoiithylacethiimin 
—C,,H,,0,N,ClFe kann bei der Verseifung héchstens 6,7° » 
Acthylalkohol geben: zudem wissen wir vorliiufig nicht, inwie- 
fern durch Kochen mit Alkalien das Aethyl vollstiindig abge- 
spalten wird, Wir wissen andererseits, mit) welch’ ausser- 
ordentlicher Leichtigkeit Hiimin mit Alkoholen selbst durch 
oige Mineralsiiuren iitherificirt wird. Die von Moérner 
erhaltenen Zahlen stimmen ebensogut mit Formel des 
Monoithylacethiimins wie mit der Formel des Propionylhiamins 


therein. 
Propionylhamin Monoiithylacethamin 
C,,H,,0,N,ClFe C,,H,,0,N,ClFe 
Morner fand im Mittel verlangt verlangt 
(63,26 %o C 63.03 C 63,49 
H 5,24 » H A,25 » Hj > 
N 831 > N 840 > N 8,23 » 
Fe 8.56 > Fe > Fe 8,23 » 
Cl 5,20 » Cl 530» Cl 5.21 > 


Dass das 8-Hiimin in Alkalien leicht l6slich ist, 
sich aus dem Umstande, dass im Monoiithyliither noch ei 
Hydroxyl frei ist. Mérner hat auch den in Alkalien unlos- 
lichen Diithylither des Acethiimins, wenn auch weniger 
reinem Zustande, dargestellt. Er betont) ausdriicklich, dass 
zur Darstellung des §-Hiimins das Blutpulver) bei Zimmer- 
temperatur mit dem sauren Weingeist digerirt werden muss. 
Bei lingerem Erwiirmen der sauren Loésung wurden nich! 
Nadeln und Blittchen des $-Hiimins, sondern fast durchgehent 
wiirfelférmige, weniger gut entwickelte Krystalle erhalten. 
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Hie Ecken derselben sind mitunter abgerundet, so dass. sie 
fast kugelfOrmig aussehen. Diese Krystalle sind nicht braun- 
yviolett, sondern schwarz und in Alkalien unlOslich — «auch 
nach liingerem Erwiirmen wurde das Ammoniak nicht einmal 
cefiirbt.»') — Wir konnen aus eigenen Erfahrungen allen 
Stiicken die Angaben dieses exacten Forschers  bestiitigen. 
Kine gute Abbildung dieser kugel- und wiirfelf6rmigen Krystalle, 
mit Spindeln und Blattchen vermengt, hat Cloetta®) dessen 
umkrystallisirtes  salzsaures Hiimin», jedenfalls zum 
erossen Theil aus einem Gemische des Mono- und Diiithyl- 
‘ithers bestand, gegeben. Elementaranalysen dieser in Alkalien 
unloslichen Krystalle ergaben nach Morner fiir 3 verschiedene 
Priiparate folgende Zahlen: 

Der Kohlenstoff gleich resp. 63,96 °0 — 64,770 — 64,30%o0; der 


Wasserstoff gleich 6,009; der Stickstoff gleich resp. 7.95°o — 7,70°o 
— 7,78°%o; das Eisen gleich resp. 7,87 °/o — 7,85 °%0 — 7,97; das Chlor 


gleich resp. 5,46 % — 4,99 %o — 5,21 %o. Die Formel C,,H,,(C,H,),0,N,ClFe 
Aeq. 708,5 verlangt: C 64,36 °%o; H 5.78%; N und Fe 7,90 und 
Cl. 

Bei unseren vielfach variurten Versuchen, um den Diiithyl- 
iither des Acethiimins rein zu bekommen, hatten wir mancherlet 
~chwierigkeiten zu tiberwinden. Die Bildung des Aethyliithers 
geht nicht so leicht wie die des Methyliathers vor sich und 
nusste die Salzsiiure etwas concentrirter, etwa 3° o, angewendet 
werden. Zur Aufldsung des Acethiimins ist) chininhaltiger 
absoluter Alkohol nicht geeignet, da darin die Krystalle nur 
sehr wenig Jéslich sind. Am zweckmiissigsten fanden wir, 
die Krystalle in chininhaltigem Chloroform zu lisen die 
liltrirte Lésung mit kochendem, salzsiiurehaltigem Alkohol zu 
vermischen. Der Alkohol muss wasserhaltig, etwa 90°/o, sein, 
da sonst beim Erkalten wenig oder gar keine Krystalle sich 
Hilden. Verdiinnterer Alkohol ist) zu vermeiden, weil sich 
dann das Chloroform ausscheiden wiirde. Wird nach dem 
Vermischen der beiden Losungen die Fliissigkeit linger  er- 
Wwarmt, so werden nur sehr kleine, sternformig  gruppirte 


Morner 1. S. 13. 
Cloetta S. 352. 
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Nadeln, mit wiirfel- und kugelformigen Gebilden vermengt, 
erhalten. Reiner Diiéthylither ist in wisserigen Alkalien absolut 
unloslich und J6ést sich leicht und ohne jeden Riickstand in 
Chloroform auf. Wir erzielten die besten Resultate beim 
Einhalten folgender Verhiiltnisse: 

1. 4 g Acethimin und 6 g Chinin wurden in einem 
Gemisch von 100 cem. 96°/oigen Alkohols und 100 cem. Chloro- 
form in der gelést.  Andererseits wurden cem, 
absoluten Alkohols mit 85 cem. wiisseriger Salzsiiure (specifisches 
Gewicht 1,19) vermischt, auf dem Wasserbade zum _ Sieden 
erhitzt und dazu 160 ccm. der kalten, filtrirten Héaminlosung 
zugesetzt. Die Fliissigkeit blieb auf dem warmen Wasserbade, 
bis sie wieder zum Sieden kam, worauf wir sie gleich darauf 
erkalten liessen. Die nach 24stiindigem Stehen ausgeschiede- 
nen Krystalle bestanden aus sternformig gruppirten Nadel 
und waren in Alkalien vollig unldslich. Sie wurden mit 
stufenweise verdiinntem Alkohol gewaschen und im Vacuum iiber 
SO,H, und NaOH bis zu constantem Gewichte getrocknet. 
0.2677 g gaben 0,1360 g H,O u. 0,6300 g CO, = 5,65 %o 64,1890 
0.2717 » » 18,7 ccm. N-Gas bei 21,2°T. u. 767 mm. Bst. = 7,94°0 N 
0.7429 » 0,1593 g AgCl u. 0,0863 Fe,O, = 5,309, Cl u. 8,13 "5 Fe 
0.3045 » im Zeissel’schen Apparate mit JH erhitzt, gaben 0.1774 ¢ Ag! 

== 7,19% 

2. 4g Acethiimin und 4 g Chinin wurden in 200 ccm. 
kalten Chloroforms gelést; andererseits 350 ccm. absoluten 
Alkohols und 35 cem, Salzsiiure vom specifischen Gewicht 1.1" 
zum Kochen erhitzt und nach Zusatz der Chloroformlosung 
noch 5 Minuten lang im Sieden erhalten. Das Priiparat, wie 
oben getrocknet, krystallisirte in sternformig gruppirten Nadeln, 
war absolut unloslich in Ammoniak: Jeicht und vollkommen 
loslich in Chloroform, 

0.1914 g gaben 13,2 ccm. N-Gas bei 20,7° T. u. 763 mm. Bst. = 7,930 4 

0.2507 >» » 01319 g H,O u. 0,5902 g CO, = 5,85 H u. 64.21" 

0.2111 g im Zeissel’schen Apparate mit JH erhitzt, gaben 0.1357 g Ag! 
== 7,98*/. 

Zu weiteren Analysen reichten die erhaltenen Krystalle 
nicht mehr aus, 

3. Auch aus dem nach der Vorschrift von Nenck! 
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und Sieber dargestellten Haémin haben wir den Diathylither 
des Himins erhalten. 4 g dieser Krystalle und 6 g Chinin 
wurden in einem Gemische von 100 ccm. absoluten Alkohols 
und 100 ccm. Chloroform in der Kiilte gelést. 150 cem. der 
iltrirten Losung wurden mit 850 ccm. absoluten Alkohols, 
8d ccm. Salzsaure vom specifischen Gewicht 1,19 und 20 ccm. 
Wasser 5 Minuten lang im Sieden erhalten und hierauf er- 
kalten gelassen. Die Krystalle waren nicht so schén und 
homogen, wie in den beiden vorigen Priiparaten; neben den 
sternformig gruppirten Nadeln waren auch vereinzelte Wiirfel 
vorhanden; in wiisserigem Ammoniak waren sie ganz unléslich, 
leicht und vollsténdig léslich in Chloroform. 
),2973 g gaben 0,1586 g H,O u. 0,7011 g CO, = 5,93 H u. 64,31 
0.2232 »  » 
0.5822 » » 01173 g AgCl u. 0,0680 = 4,98 Cl u. 8,18 %/o N 
Q2571 »  » bei der Aethylbestimmung 0,1731 g AgJ = 8.31% C,H,. 
Wir stellen in Folgendem die erhaltenen Zahlen_ iiber- 
sichtlich zusammen. 


Es wurden gefunden: Die Formel: C,,H,,(C,H,),0,N,ClFe 
a. verlangt: 
64.18% 64,21%o 64,319 64,36 %o 
5,6) 5,83 9; H 5,78 » 
7,94 > 7,93 2 N 7,90 
Fe 813 » Fe 7,90 » 
Cl 5,30 » Cl 5,01 » 
CH, 7,19 » (C,H,), 8,28 » 
Wir haben absichtlich den modus procedendi bei diesen 
3 Praparaten detaillirt angegeben, denn jede nur geringe 
Aenderung in der Concentration der Lésung, Gehalt an Siiure, 
Dauner des Erwiirmens beeinflusst gleich die Reinheit des 
Priparates. Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich, war 
das zweite Priiparat das reinste, wenn auch hier die Ausbeute 
nur gering war. Bei einer zweiten Darstellung des Diiithyl- 
ithers aus dem nach der Vorschrift von Nencki und Sieber 
mittelst Amylalkohol dargestellten Hiimins, wo das Erwiirmen 
mit Séure nur einige Minuten linger dauerte, erhielten wir 


schon ein anders zusammengesetztes Produkt. Es wurden in 
diesem Versuche 3 g Hiimin und 4,5 g Chinin in einem Ge- 
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mische von 75 cem. Alkohol und 75 cem. Chloroform in dey 
Kiilte gelOst und 125 cem. des Filtrats mit 700 cem. absoluten 
Alkohols und 70 com, Salzsiiure (specifisches Gewicht 1,19 
& Minuten lang auf dem warmen Wasserbade gehalten. Beim 
Erkalten wurden nur etwa zur Hiilfte sehr kleine zu Rosetten 
vereinigte Nadeln erhalten, die andere Hilfte bestand aus den 
wiirfel- und kugelf6rmigen Gebilden. Dieses Priiparat, wie die 
vorigen gewaschen und getrocknet, war in Alkalien unloslict: 
und ergab bei den Analysen folgende Zahlen: 

0.2588 ¢ gaben ¢ HO u. 0.6117 CO, =5,89% Hu. 64.45% 
0.2545 >  » 17,8 cem. N-Gas bei 19,5° T. u. 755 mm. Bst. = 8,00°%o XN 
0.2422 >»  gaben im Zeissel’schen Apparate mit JH erhitzt 0,2105 ¢ 

AgJ = 10,73 °/o C,H,. 

Bei der Darstellung des Didthylithers aus dem nach dem 
Verfahren von Nencki und Sieber bereiteten Hiimin konnte 
man annehmen, dass hier ein Gemenge des Diiithylithers des 
Acethiimins und des Hiimins von der Formel: C,,H;,0O,N,Cike 
welche verlangt: CG 64.81% 0: H 5,85°%0: N und Fe 0: 
0 Chund 8,70° 0 Auch die oben citirte Analyse Nr. 5 
zeigt den héchsten Aethylgehalt. Der Umstand, dass das 
letzt analysirte Priiparat etwa zur Hilfte aus den wiirfel- und 
und kugelformigen, Gebilden bestand und dabei 10,73°/o Aethy! 
enthiilt, spricht aber dafiir, dass hier eine tiefere Veranderung 
im Molekiil stattgefunden. hat. 


Der Monoamylather des Acethamins. 


Von besonderem Interesse war fiir uns die Darstellung 
des Amyliithers des Hiimins, da das nach der Vorschrift) von 
Neneki und Sieber bereitete Hiimin  Amylalkohol  enthall. 
Zuniichst haben wir aus dem = gewohnlichen Gihrungsamy!- 
alkohol, der also yvorwiegend aus Isobulytcarbinol besteht, das 
Jodid) dargestellt und uns iiberzeugt, dass dieses Jodid bei der 
Destillation mit) den Wasserdiimpfen sich vollkommen_ ver- 
fliichtigt, dass also bei der Spaltung der Aether mit JH in dem 
Zeissel'schen Apparate der Amylgehalt bestimmt werden kann. 
Wir fanden aber in einem nach der Vorschrift. von Nenck! 
und Sieber bereiteten und im Vacuum getrockneten Hamin aus 
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0.6957 g der Substanz nur 0,0442 AgJ — 1,92°%o 
Unter der Voraussetzung, dass alles Amyl als Jodid sich ver- 
‘liichtigte, berechnet sich die Menge des zu erwartenden CH, 
nach der Formel: zu 2,8°/o CyH,,. 
Wir versuchten sodann auf iihnliche Weise, wie wir den 
Methyl- und Aethylither bereitet, auch den Amyliather darzu- 
stellen. Hiéimin, in chininhaltigem Chloroform gelost, gibt mit 
auf 100° erwiirmtem, salzsiiturehaliigem Gahrungsamylalkohol 
beim Erkalten keine Krystalle, offenbar weil der entstandene 
Aether darin leicht l6slich ist. Nach verschiedenen Versuchen 
sind wu dabei stehen geblieben, Hamin chininhaltigem 
Amylalkohol, der 4—5°o Wasser enthalt, aufzul6sen und die 
warme, filtrirte Losung mit Salzsiiure zu versetzen. Zur Autl- 
sind auf 1 Himin etwa 200 com. solchen Amyl- 
alkohols nothwendig. Nach mehrstiindigem Stehen und hiiufigem 
[imriihren oder noch besser bet Erwiirmen auf 40-—60° lost 
sich der grésste Theil der Krystalle darin auf: immerhin bleibt 
viel mehr ungeléstes Hiimin als wie bei der Bereitung des 
Methyl- oder des Aethylithers zuriick. Von wesentlicher Be- 
deutung fiir die Entstehung der Krystalle beim Erkalten ist 
die Menge der zugesetzten Salzsiiure. Wurde zu der filtrirten 
amvlalkoholischen Lo6sung so viel HCl zugesetzt, dass die 
Fliissigkeit 2—1°,0 HCI enthielt, so entstand sofort ein amorpher, 
schwarzer Niederschlag, der in Chloroform sehr leicht lOslich 
war und welchen wahrscheinlich schon Bialobrzeski in den 
Hiinden hatte und analysirte.!)  Erst bet einer zehnfach ge- 
ringeren Menge von Chlorwasserstoff, also wenn die Losung 
nur 2—1 pro mille HCI enthielt, haben wir gut ausgebildete 
Krystalle erhalten. In einem Versuche, wobet wir Acethiimin 
verwendeten und die Losung 1°00 HCl enthielt, war der 
vuskrystallisirte Aether noch mit) unveriindertem Acethiimin 
vermischt. In einem zweiten Versuche, wo wir vom Himin 
nach Neneki und Sieber ausgegangen sind und der Losung 
2° 09 HCL zusetzten, erhielten wir ein ganz homogenes Prii- 


parat. Das Verfahren war folgendes: 


1) Ber. der deutsch. chem. Gesellsch. Jahrgang 1896. 2850. 
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1. 5 g Acethiimin, 5 g Chinin und 50 ccm. Wasser 
wurden mit 1 Liter Amylalkohol Anfangs bei Zimmertemperatur 
unter Ofterem Umschiitteln stehen gelassen und hierauf noch 
1'2 Stunden auf 50° auf dem Wasserbade erwirmt. Trotz- 
dem blieb viel von den Krystallen ungelost zurtick. 0,5 Liter 
der filtrirten Lésung wurde nunmehr auf 98° erwiirmt, mit 
2 ccm. Salzsiiure specifisches Gewicht 1,124 (0,1°/o entsprechend) 
versetzt und langsam erkalten gelassen. Wir erhielten eine 
reichliche Krystallisation, hauptsichlich aus wohlausgebildeten, 
sechsseitigen ‘Tafeln bestehend, daneben waren auch, wenn 
nur spérlich, Krystalle des unveriinderten Acethimins vor- 
handen. Nach 24 Stunden wurde decantirt, der krystallinische 
Bodensatz mit 90°/oigem Aethylalkohol tibergossen, auf ein Filter 
gebracht, stufenweise mit verdiinnterem Alkohol, mit 
Wasser und zum Schluss noch mit 80°/oigem Alkohol gewaschen. 
Der Waschalkohol und das Wasser enthielten 1°00 HCI. 
Die in vacuo getrockneten Krystalle verloren bei 100° 0,3° 5 
an Gewicht. Bei der Elementaranalyse dieses Praparates er- 
hielten wir folgende Zahlen : 

0.2283 g nur im vacuo getrocknet gaben 0,1193 g H,O u. 0,5296 g CO, = 
5,81°/o H u. 63,2790 C. 
0.2390 g gaben 17,4 ccm. N-Gas bei 15,6° T. u. 752 mm. Bst. = 8.4490 N, 
Nach dem Trocknen bei 100° 
0.2754 g gaben 0.1373 g H,O u. 0,6404 CO, = 5,54°/o Hu. 63.459 C. 
04599 > » 00973 ¢ AgCl u. 0.0538 Fe,0, = 5,23°/o Cl u. 8.199 Fe. 
02613 > » 0.0328 g AgJ == 3,79% C,H,,. 

2. 10 ¢ Hiimin, nach dem Verfahren von Nencki und 
Sieber dargestellt, 15 g Chinin, 80 cem. Wasser und 2 Liter 
Amylalkohol wurden eine halbe Stunde auf dem Wasserbade 
erwirmt. 1 Liter der filtrirten L6sung wurde sodann aul 
98° erhitzt und mit 8 cem. Salzsiiure (spec. Gew. 1,174) ver- 
setzt (Siiuregehalt der Lésung = 0,2°/o). Beim Erkalten 
schieden sich ganz feine spindelformige Nadeln ab, frei yon 
jeder anderen Krystallform. Das Priiparat, wie das  vorige 
gewaschen und nur im Vacuum getrocknet, ergab bei den 
Analysen folgende Zahlen : 

0.2887 gaben 0.1631 g H,O u. 0,6875 g CO, 6,26°/o H u. 64,749 0 ©. 
0.2857 » »  0,1567 g HO u. 0,6779 g CO, = 6,09%o H u. 64.71%» ©. 
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0.2484 g gaben 16,3 ccm. N-Gas bei 18,1° T. u. 762 mm. Bst. = 7,63°o N. 


0.2169 » 15,0 ccm. N-Gas bei 17,1° T. u. 760 mm. Bst. = 7,95°/o N. 
0.5524 0.1069 g AgCl u. 0.0628 Fe,O, = 4.79°o Cl u. 7,96%o Fe. 
0.6049 0.1176 g AgCl u. 0,0689 Fe,O, = 4.81970 Cl u. 7,98°/o Fe. 
0.3457 0.1026 g AgJ = 8.97% C,H,,. 
0.2132 0.0589 g AgJ = 8.35% 

Dieser Aether war wie die anderen Hiiminiither in 
Chloroform leicht léslich, weniger in Methyl-, Aethyl- und 
Amylalkohol. In wiisserigem Ammoniak ist er nur sehr wenig 
loslich. Im Capillarréhrchen iiber 350° erhitzt, schmilzt er 
nicht. Sein Spectrum und die Krystallform wird auf den 
heigegebenen Tafeln abgebildet. Wie aus der Zusammen- 
stellung ersichtlich, entspricht seine Zusammensetzung schart 
der Formel eines Monoamylithers des Acethiimins. Vergleichs- 
halber geben wir noch die procentische Zusammensetzung 
eines Monoamyliithers des Hiimins. 

Berechnet fiir Berechnet fiir Gefunden : 

Cl 

65,24° 0 C 64,77°/o 64,74 und 64,71°%/o 
H 6,02°/o H 5,95°/0 6.26 »  6,09%o 
N 8,22°)o N 7,75%|o 7.63 »  7,95°%o 
Fe 8,22°'y Fe 7,79° 0 7.96 »  7,98%o 
5,21%o Cl -4,91% Cl 4,79 » 481% 
10,43°/0 C.H,, 9,82°%/o C,H,, 8,97 »  8,35°%/o 

Oben wurde erwiihnt, dass nach Zusatz von 1 ° vo 
HC] zu der warmen, amylalkoholischen Loésung des Acet- 
hiimins ausser dem unveriinderten Acethiimin noch grOssere, 
sechsseitige Tafeln erhalten wurden. Die gleichen tafelformigen 
Krystalle, nur etwas kleiner, erhielten wir auch in wechselnder 
Menge bei der Darstellung der Aether aus Methyl- und Aethyl- 
alkohol. Sie sind in Alkalien leicht l6slich und = gaben_ bei 
der Alkylbestimmung meistens nur 10—80°/o der theoretisch 
erwarteten Menge. Vollkommen homogen konnten wir sie 
nie erhalten. Meistens waren sie vermengt mit  kleineren 
wetzstein- und spindelartigen Formen, die, wie die krystallo- 
graphische Bestimmung zeigte, dem gleichen System angehoren, 
Da das Hiimin dureh die Eigenschaft, mit allen moglichen Sub- 
stanzen zu krystallisiren, ausgezeichnet ist, so ist es uns am 
wahrscheinlichsten, dass diese relativ grossen, sechsseitigen 


Tafeln Additionsprodukte in) wechselnden Verhiltnissen von 
den respectiven Alkoholen, in welchen das Hiamin gelost war, 
sind, iihnlich dem Hiimin von Nenecki und Sieber. 

Herr Professor P. A. Zemiatschensky hatte die Giite, 
die Krystalle zu untersuchen, und uns dariiber Folgendes mit- 
vetheilt: 

«Sechsseitige, nach einer Richtung hin ausgezogene Tafeln, 
Die gréssten 0,4 mm. lang und 0,1 mm. breit. Einige Exemplare 
zeigen Spalten, durch Bildung von Subindividuen (s. Fig. 1, b), 
wesshalb der Neigungswinkel zweier benachbarter Linien_ ver- 
iinderliche Grosse hat. Kinzelne Krystalle zeigen mehr regel- 
miissige Form, so dass an ihnen der Winkel (s. Fig. J, a) 
gemessen werden konnte. Im Mittel betriigt er 93° 20'. Die 

Krystalle bilden Ofters Durchkreuzungs- 

6 zwillinge. In gewohnlichem Lichte sind 

die Krystalle kaum gefiirbt; in parallel 

a polarisirtem Lichte zeigen sie, wenn die 

Liingsaxe mit dem Hauptschnitte des 

Polarisators zusammenfiillt, fast vollige 

Absorption. Bet gekreuzten be- 

wirken sie gerade Ausloschung. Cha- 

\ rakter der Doppelbrechung negativ. Nach 

/ alledem gehoren die Krystalle dem rhom- 
bischen System an.» 

Beziiglich der Krystallform der drei von uns dargestellten 
Acther, niimlich des Dimethylhiimins, des Didéthyl- und des 
Monoamylacethimins, theilte uns Herr Dr. Weyberg in 
Warschau mit, dass sie alle dem rhombischen System = an- 
gehoren. Es sind diinne, meistens zu Rosetten vereinigte 
Nadeln oder an den Enden abgerundete Bliittchen. Alle drei 
Aether zeigen) gerade Ausl6schung und der Charakter der 
Doppelbrechung ist negativ. Wegen der Kleinheit der Krystalle 
war ihre genauere” krystallographische Bestimmung nicht 
moglich (siehe die photog. Tafel). Auf der beiliegenden Tate! 
ist das Spectrum des Acethiimins und der Aether abgebildet. 
Die Aether waren in Chloroform gelést: da das Acethamin 
in Chloroform unldslich ist, so wurde es in Aethylalkoho! 
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gelist und die Loésung mit dem gleichen Volumen Chloroform 
verdiinnt. Die Spectra aller von uns analysirten Aether und 
des Hiimins aus Aceton waren mit dem Spectrum des Acet- 
hiimins identisch. Die Lésungen, passend verdiinnt, zeigen 
drei Absorptionsstreifen, deren respective Wellenliinge wir zu 
i, 647—630; 2 = 561—538 und = 518—500 bestimmt 
haben. 


Das Hamin aus Aceton und aus Essigather. 


Aus dem bisher Mitgetheilten geht hervor, dass nach 
der von Schalfejeff verbesserten Methode Teichmann s 
durch Extraction des Blutes mit Eisessig nicht ein Hiimin von 
der Formel C,,H,,0,N,ClFe, sondern ein um die Acetylgruppe 
reicheres Hiimin von der Formel C,,H,,0,N,ClFe erhalten wird. 
Dieses Hiimin enthilt zwei Hydroxylgruppen, was durch den 
von uns dargestellten Diiithyliither und den Monoamyliither 
hewiesen ist. Da ferner aus dem nach der Vorschrift) von 
Nencki und Sieber dargestellten Hiimin der Monoamylither 
des Acethiimins erhalten wurde, spricht dieser Befund 
dafiir, dass in dem mittelst Amylalkohol und Salzsiure dar- 
gestellten Priiparate das Acethiimin vielleicht im Gemisch mit 
dem Hiimin von der Formel C,,H,,0,N,ClFe enthalten sein 
muss. Ueberhaupt spricht die Gesammtheit der jetzt erhaltenen 
‘esultate mehr dafiir, dass dem durch Abspaltung aus dem 
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Himoglobin entstandenen Himin die Formel C,,H,,0,N,ClFe 
zukommt. Man konnte denken, dass je nach der Thierspecies 
aus der einen Hiimoglobinart das Hiamin von der Forme! 
C,,H,,0,N,ClFe oder das Acethimin oder auch das Propionyl- 
hamin von Morner erhalten werde. Dagegen sprechen alle 
direkten Beobachtungen. Morner erhielt nach seinem Verfahren 
aus Hunde- oder Rinderblut stets dasselbe Himin. Wir haben 
aus Pferde-, Rinder-, Hunde-, Katzen- und auch Ganseblut durch 
Extraction mit Eisessig immer die gleichen triklinischen Blattchen 
erhalten, Aus diesen Krystallen der Hiimoglobine verschiedener 
Thiere wurden durch entsprechende Behandlung mit den 
respectiven, Alkoholen und Salzsiiure die rhombischen Nadeln 
und abgerundeten Blaittchen der respectiven Aether erhalten, 
die nicht mehr in die triklinischen Blittchen des Acethimins 
verwandelt werden konnten. Ebenso wurden aus den Hiimo- 
globinen der genannten Thiere durch Extraction mit Salzsiiure 
und Aceton die weiter unten zu beschreibenden  charakte- 
ristischen haarformigen Krystalle erhalten. 

Andererseits miissen wir hervorheben, dass unter gewissen, 
uns nicht niher bekannten Bedingungen, auch mit Eisessig 
aus dem Rinder- oder Pferdeblute ein Hiimin erhalten wird, 
dessen Zusammensetzung besser der Formel C,,H,,0,N,ClFe 
entspricht. Oben wurde mitgetheilt, dass aus den triklinischen 
nach Schalfejeff dargestellten Krystallen der Dimethylither 
des Himins, von der Formel C,,H,,(CH;),0,N,ClFe erhalten 
wurde. Als Herr ROozvcki das mittelst Eisessig dargestellte 
Hiimin in alkoholischem Ammoniak aufl6ste, die alkalische 
Losung mit kochsalzhaltigem Eisessig in der Wiirme vermisclhite 
und diese Operation noch einmal wiederholte, erhielt er in 
diesem Falle fiir das in vacuo getrocknete Priiparat folgende 
Zahlen : 

0,2077 g gaben 0.4772 ¢ CO, u. 0,1042 g H,O = 62,66°/o 
O.2620¢ 20.4ecem., N- bei 18,9° u. 743 mm. Bst. = 8,95° 
0.2699 ¢ 00612 g AgCl = 5,60°/o Cl. 

O3036¢ 0.0405 Fe,0, = 9,33°%Jo Fe. 

g >» 15.2 ccm. N-Gas bei 194° T. u. 716.5 mm. Bst. = 8,87 
0.2036 ¢ —0,0260 ¢ Fe,0, = 8,93°o Fe. 

0.2163 ¢ » 0.0498 g = 5,68°/o Cl. 
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Berechnet fiir Berechnet fiir Gefunden 
C,,H,,0,N,ClFe C,,H,,0,N,ClFe 
C 62,55°/o C 62,880 C  62,66°'o 
H 5,06 H 5,08 H 5,53 
8,58°/o N 9,17 °%o N 8,95 u. 8,87 % 
Fe 8,58°/o Fe 9,17°% Fe 9,33 u. 8,93°/o 
Cl 0 Cl d,81 Cl 5,60 u. 5,68 


Wir haben reines analysirtes Acethiimin noch 2 mal auf 
gleiche Weise umkrystallisirt. Das umkrystallisirte Préparat 
ergab folgende Zahlen: 

0.2498 gaben 0,5718 g CO, u. 0.1162 g H,O = 62.41% C u. H. 

0.2577 g  » 19,6ccm. N-Gas bei 24,2° T. u. 756 mm. Bst. = 8,53°o N. 

0.5465 g 0,1254 g AgCl u. 0.0678 g Fe,O, = 5,67°/o Cl u. 8,68° Fe, 
also Zahlen, welche genau mit der Formel C,,H,,0,N,ClFe 
iibereinstimmen. Bei der ausserordentlichen Reactionsfihigkeit 
und Veriénderlichkeit des ftarbigen Bestandtheils des Hiimo- 
globins miissen feine, bis jetzt uns unbekannte Momente be- 
stimmend sein, von welchen die Zusammensetzung des ab- 
gespaltenen Himins abhingig ist. 

Da bei der Extraction der Hiimoglobine mit Alkoholen 
und Mineralsiiuren stets Alkyliither oder Alkoholadditionspro- 
dukte sich bilden, so war es wiinschenswerth, zu erfahren, was 
fiir Hiimin entstehen wird, wenn statt eines Alkohols eine mehr 
indifferente Substanz zur Darstellung dieses Farbstoffs ange- 
wendet wird. Wir wiihlten zu diesem Zwecke das Aceton. Wir 
verwendeten anfangs fiir die orientirenden Versuche reines Aceton 
aus der Bisulfitverbindung. Spiiter, als sich herausstellte, dass auch 
aus dem Aceton von Kahlbaum Sdp. 56—57° dasselbe Produkt 
erhalten wird, verwendeten wir bei der Darstellung des Hamins 
im Grossen nur die letztere billigere Sorte. 

Werden frisch isolirte rothe Blutk6rperchen mit Aceton 
und wisseriger Salzsiiure auf dem Wasserbade erwarmt, so 
nimmt alsbald die Mischung eine braunrothe Farbe an und 
der Farbstoff geht fast vollstaéndig in die Lésung iiber. Beim 
Erkalten scheidet sich das Hiimin in den fiir das Acetonhiimin 
‘iusserst Charakteristischen langen, gebogenen, haarformigen 
Krvstellen aus. Bei langsamem Erkalten werden auch dickere 
Krystalle erhalten; Kisst man aber einen Tropfen der Lésung 


auf dem Objectglase verdunsten, so entstehen ebenfalls die 
feinen Nadeln, meistens vereinzelt, seltener sternformig gruppirt. 
Die Krystallisationsfihigkeit des Hiimins aus Aceton ist eine 
so grosse, duss das Aceton ebenso gut wie Eisessig zum 
gerichtlichen Nachweis des Blutes verwendet werden kann. 
Die blutbefleckten Gegenstiinde werden zundchst mit kleiner 
Menge 5—10° oiger Salzsiiure vollig aufgeweicht und erst dann 
mit LO—20 ccm. Aceton in einem Probirrédhrchen einige Minuten 
auf dem Wasserbade zum Kochen erwirmt. Die braunroth 
vefiirbte, filtrirte Losung liisst man am besten auf einem Ulir- 
glase bei Zimmertemperatur langsam verdunsten. Bei mikro- 
skopischer Durchmusterung des Riickstandes wird man_ neben 
amorphen braunen Kornchen auch die charakteristischen Krystall- 
nadeln des Hiimins finden. 

Um Hiimin mit Aceton in grésseren Mengen darzustellen, 
hat sich folgendes Verfahren als zweckmissig erwiesen: Frisches 
defibrinirtes Rinderblut wurde zur Senkung der rothen Blut- 
korperchen mit dem Yfachen Volumen 4°/oiger Kochsalzlésung 
vermischt und der nach mehrtigigem Stehen abgeschiedene 
Blutkorperchenbre: so lange mit Aceton unter Umriihren ver- 
setzt, bis sich das Himoglobin als dickes Coagulum abge- 
~chieden hat und die dariiber stehende Fliissigkeit nur wenig 
eefiirbt erscheint. Nach 2% Stunden wird das Hiimoglobin- 
cougulum: abfiltrirt, zwischen Fliesspapier abgepresst und noch: 
feucht) zur Extraction verwendet. Je 400 g des Coagulumes 
wurden 1800 com. Aceton auf dem Wasserbade erwirm!, 
und als das Aceton zu sieden begann, mit 35 cem, Salzsiiure 
— specifisches Gewicht 1.12% — versetzt und noch 5 Minuten 
lang im Sieden erhalten. Die Fliissigkeit wurde hierauf durci 
Mousseline filtrirt, resp. darchgepresst und sofort noch wari 
durch Faltentilter filtrirt. Es ist dabei keine Gefahr vorhanden 
erhebliche Mengen des Farbstoffs zu verlieren, da das Hiimin 
nur langsam aus Aceton krystallisirt. Erst nach 1—3tigigen 
Stehen erfolgt auf dem Boden und an der Wand des |‘ Becher- 
elases die Bildung dev charakteristischen Krystalle, die aber 
<tark mit Eiweiss und Fett verunreinigt sind. Die abfiltrirten 
Krystalle: wurden anfangs mit Aether, hierauf mit 30° oigem 
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Aceton, zuletzt mit 1°00 Salzsiiure gewaschen und nach dem 
Trocknen von neuem aus Aceton umkrystallisirt. Diese zweite 
Krystallisation bewerkstelligten wir auf folgende Weise: 8 g 
dieses Himins und 8 g Chinin wurden mit 1200 ccm. 80° oigen 
Acetons tibergossen, tiichtig umgeschiittelt und gelinde, jedoch 
nicht bis zum Kochen, auf dem Wasserbade erwiirmt. — 
iin absolutem Aceton ist dieses Hiimin sehr wenig  loslich, 
leichter in wasserigem und zwar am besten, wenn die Losung 
auf 4-5 Theile Aceton 1 Theil Wasser enthilt.) — Ein Theil 
der Krvstalle blieb ungelést) zurtick, wovon  abfiltrirt’ wurde. 
Das Filtrat wurde hierauf mit 16 ccm. Salzséure, specifisches 
Gewicht 1,124, versetzt und 3 Minuten lang auf dem Wasser- 
bade zum Kochen erhitzt. Am folgenden Tage wurden die 
abgeschiedenen Krystalle abfiltrirt, mit stufenweise verdiinntem 
Aceton, zuletzt mit saurem Wasser (1°00 HCl) gewaschen und 
in vacuo sodann bei 100° bis zu constantem Gewichte ge- 
trocknet. Die Elementaranalyse dieses in wiasserigen Alkalien 
leicht l6slichen Praparates ergab Zahlen, die am niichsten der 


Formel des Himins C,,H,,O,N,ClFe stehen — gef. C 62,63°/0; 
H 5.88% 0; N 8,75%/0; Cl 5,30°'o: Fe 9,06°'0: — leider waren 


die Krystalle nicht homogen. Nach der Untersuchung des 
Herrn Prof. Zemiatschensky besteht die Hauptmenge der 
Krystalle aus den haarformigen gebogenen Nadeln mit schiefem 
Ausloschungswinkel, der an den kiirzeren und geraden gemessen 
t0—43° betriigt. Daneben sind auch kiirzere und mehr breite 
blittchen, deren AuslOschungswinkel 27—31° betriigt, und in 
ganz geringer Menge spindelf6rmige Krystalle mit gerader Aus- 
loschung vorhanden. 2 g des analysirten, bei 100° getrockneten 
Praparates, mit verdiinnter Schwefelsiiure destillirt, gaben in 
den ersten Portionen des Destillates eine schwache Jodoform- 
reaction, so dass die Krystalle eine minimale Menge von Aceton 
enthalten diirften. Die Menge des erhaltenen Jodoforms war so 
gering, dass an eine quantitative Bestimmung des Acetons nicht 
zu denken war. Im Zeissel’schen Apparate mit JH auf 145° er- 
hitzt, gab dieses Priiparat in der Silberlésung kaum eine Triibung. 

Fiir das Verstiindniss der wahren Zusummensetzung der 
haarformigen Krystalle ist die Thatsache von Bedeutung, dass 
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sie sehr leicht in Acethimin verwandelt werden kénnen. Man 
braucht nur die haarfOrmigen Krystalle in ammoniakalischem 
Alkohol oder chininhaltigem Chloroform aufzulésen und die 
filtrirte LOsung in den bei Acethimin angegebenen Verhiiltnissen 
mit heissem, kochsalzhaltigem Eisessig zu vermischen, um die 
typischen  triklinischen Tafeln von der Zusammensetzung des 
Acethiimins zu erhalten. Umgekehrt liisst sich auch das Acet- 
hiimin in die charakteristischen haarfOrmigen Krystalle aus 
Aceton iiberfiihren. Reines Acethiimin wurde genau wie das 
vorhin beschriebene Priiparat chininhaltigem 80°/o igen 
Aceton geliést, zu der filtrirten Losung in dem gleichen Ver- 
hiltnisse wie oben Salzsiiure zugesetzt und drei Minuten lang 
auf dem Wasserbade zum Kochen erhitzt. Die nach zwei- 
tagigem Stehen abgeschiedenen Krystalle waren auch jetzt 
nicht homogen. Ausser den haarfOrmigen Krystallen, die die 
Hauptmasse bildeten, war etwas Acethiimin vorhanden. Auch 
diese Krystalle, wie die vorigen gewaschen und _ getrocknet, 
ergaben bei den Verbrennungen Zahlen, welche am_niichsten 
der Formel: C,,H,,0,N,ClFe entsprechen. Gef. C 62,52" 0: 
H 5,24%o0; N 8,75%/o0; Fe 8,86%o; Cl 5,78 und 5,81%o. 

Bemerkenswerth ist es, dass alle die von uns dargestellten 
Aether, sowie das Hiimin aus Amylalkohol nach Nencki und 
Sieber auf gleiche Weise wie das Acethiimin mit Aceton 
behandelt, keine Krystalle geben. Im giinstigsten Falle erhiilt 
man daraus sehr kleine spindelfOrmige Krystalle mit gerader 
Ausléschung, der grosste Theil des abgeschiedenen Hiimins ist 
aber amorph. 

Werden die haarformigen Krystalle liingere Zeit mit 
chininhaltigem Aceton in der Wirme digerirt, so bleibt auch 
nach langem Kochen und Zusatz von mehr Aceton ein Theil 
der Krystalle ungelést zuriick. Die filtrirte Losung gibt nach 
Salzsiiurezusatz meistens dicke gerade Krystalle, jedoch yon 
keiner constanten Zusammensetzung und erheblich niedrigerem 
Gehalte an Stickstoff, Eisen und Chlor. Gef. 63,17" 0: 
H 5,39%o; N 8,21 und Fe 8,33 und 8,14%/0; Cl 4.52 
und 4,45°% 0, so dass hier theilweise Aetherbildung, theilweise 
auch Zersetzung wohl stattgefunden hat. 
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In der Hoffnung auf ein einheitliches Produkt haben wir 
auch versucht, aus den Blutkérperchen mit Essigiither das 
Hiimin zu extrahiren. Der durch Senkung erhaltene Blut- 
kirperchenbrei, mit Essigither versetzt, coagulirt schlecht, so 
dass ziemlich viel des Farbstoffes in der Fliissigkeit hinterbleibt, 
Das erhaltene Hiimoglobincoagulum ist in reinem Essigiither 
nur in Spuren léslich; wird aber dem KEssigiither Salzsiiure 
zugesetzt und die Fliissigkeit erwirmt, so geht viel Farbstoff 
in Losung, die sich jetzt braunroth farbt. Wir verwendeten 
auf 400 g des Blutcoagulums 4 Liter Essigither und 100 ccm. 
Salzsiiure vom specifischen Gewicht 1,19. Leider, wie man 
sich denken konnte, wird durch die Salzsiure der Essigiither 
gespalten und wir durften nur ein Gemenge von Acethimin 
und dessen Aethylaither erwarten. Thatsiichlich schieden 
sich auch beim langsamen Verdunsten der warm filtrirten 
Losung anfangs tiberwiegend sechsseitige Tafeln mit gerader 
Ausléschung aus. Bei weiterer Krystallisation waren die typi- 
schen triklinischen Tifelchen mit dem Ausléschungswinkel von 
33—35° des Acethaimins zahlreich vorhanden. Wir verzichteten 
deshalb auf weitere Analysen dieses nicht homogenen Produktes. 

Obgleich schon Bialobrzeski') aus dem nach Schalfejeff 
mittelst Eisessig erhaltenen Hiimin sowohl Hiimatin von der 
Zusammensetzung C,,H,,0,N,Fe als auch das salzsaure Himato- 
porphyrin = C,,H,,O,N,HCI in reinem Zustande dargestellt und 
aunalysirt hat, so war es uns doch wiinschenswerth, nachdem 
wir gefunden haben, dass durch BrH in Eisessig schon in der 
Kilte Himatoporphyrin entsteht, nachzupriifen, ob das in der 
Kiilte aus Acethimin bereitete Hiimatoporphyrin die Zusammen- 
setzung: (C,,H,,O,N, habe. Es war denkbar, dass in der 
Kilte aus dem Acethiimin durch Bromwasserstoff nach einer 
der zwei folgenden Gleichungen das Eisen abgespalten wird: 

1. C,,H,,0,N,ClFe + (BrH), -+ 2H,O = C,,H,,N,O, + FeBr, + HCI 
oder auch 

2. C3,H,,0,N,ClFe + | BrH), +-2H,O = C,,H,,.N,0, + FeBr, + HCI-+- H,. 

Den Hauptunterschied in ihrer Zusammensetzung im Ver- 
gleich zu der Zusammensetzung des Hiimatoporphyrins — 


1) Ber. d. deutschen chem. Ges., 1898, S. 2848. 
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CeH,.N.O, zeigen die beiden obigen Formeln in ihrem Kohlen- 
stofigehalte. Das Hamatoporphyrin C,,H,,.N,O, enthalt: 67,13° 
C, 6299/0 H und 9,799/o N. Die Formel: C,,H,.N,O, verlangt: 
68.23% C, 6.35°%o H und 9,36°/o N und die um zwei Wasser- 
stoffe iirmere = C,,H,,N,O, verlangt: 68,45°%/o C, 6,04°%o H 
und 9.39% N. 

Wir haben 10 g reines Acethimin und 150 ccm. mit 
gesiittigten Eisessig 3 Tage lang unter hiiufigem Um- 
riihren bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Am 4. Tage 
wurde die schén rothe Losung in Wasser gegossen und, wie 
in der nachfolgenden Mittheilung beschrieben, verarbeitet. 
Das erhaltene salzsaure Himatoporphyrin wurde noch einma! 
aus wiisseriger Salzsiiure umkrystallisirt und das jetzt unter 
dem Mikroskope aus vollkommen homogenen Nadeln bestehende 
Salz, nachdem es von der Mutterlauge abfiltrirt, mit verdiinnter 
HC] nachgewaschen und zwischen Fliesspapier abgepresst war, 
von Neuem in Wasser gelOst und durch die néthige Menge Na- 
triumacetat in das freie Hiimatoporphvrin verwandelt. Dieses 
Priiparat vollkommen aschefrei mit Wasser gewaschen, in vacuo 
bis zu constantem Gewichte getrocknet, wog 1,93 g und ergab 
bei der Verbrennung 67.21% o C, H und 9,64°/o N, also 
Zahlen, welche gut mit der Formel C,,H,.N,O, tibereinstimmen. 

Ein zu gleicher Zeit) durch kurzes Erwarmen auf 
Wasserbade nach 24stiindigem Stehen mit Bromwasserstolf 
aus dem Hiimin nach Neneki und Sieber, sonst aber auf 
cleiche Weise bereitetes Hiimatoporphyrin ergab bei der Ver- 
brennung 67,08°/0C, 6.24% H und 9,62°/o N. 

Auf Grund der nunmehr aufgefundenen Thatsachen konnen 
die meisten Widerspriiche in den Angaben tiber das Hiimin 
und Hiimatin aufgeklirt werden. 

Aus dem Hiimoglobin wird durch Eisessig nach dem ur- 
spriinglich von Teichmann angegebenen, spiiter von verschie- 
denen anderen Autoren und zuletzt vonS chalfejeff verbesserten 
Verfahren das Acethiimin abgespalten. Hochst wahrschein- 
lich ist in diesem Kérper sowohl das Chlor, wie das 
Acetyl an das Eisen gebunden, denn sobald das letztere 
mittelst’ Bromwasserstoff aus dem Molekiil des Acethiémins 
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herausgeholt ist, wird auch das Chlor und das Acetyl ab- 
cespalten. Beim  Verseifen des Acethiimins mittelst  kalter 
Natronlauge bleibt noch das Eisen im Molekiil, das Chlor und 
Acetyl aber werden abgespalten. Die Verseifung ist aber nicht 
eine vollkommene, da das Hiimatin noch immer minimale 
Mengen von Chlor enthiilt und auch die Zahlen fiir C, N und 
Fe in einigen Analysen etwas niedriger als die theoretischen 
Werthe ausfallen (vgl. Bialobrzeski |. ¢. 5. 2848). Auch aus 
dem aus dem Amylalkohol nach der Vorschrift von Nencki 
und Sieber dargestellten Hiimin, in welchem mehrere Molekiile 
des Himins durch ein Molekiil Amylalkohol zusammengehalten 
werden, wird bei der Verseifung mit Natronlauge das Himatin 
von der Zusammensetzung C,,H,,0,N,Fe erhalten. 

Allem Anscheine nach sind die haarfOrmigen mittelst 
Aceton erhaltenen Krystalle mit dem Ausléschungswinkel von 
(0—43° das freie Hiimin von der Formel C,,H,,0,N,ClFe, 
obgleich bei der ausserordentlichen Neigung dieses Farbstoffs, 
sich mit anderen Substanzen zu verbinden, auch mittelst 
Aceton kein absolut reines Produkt erhalten wurde. Dass aus 
dem Aether des Himins resp. Acethiimins, in welchen nur 
ein Hydroxylwasserstoff durch Alkyl ersetzt ist, beim Verseifen 
durch Alkalien in der Kiilte freies Hiimatin entstehen werde, 
ist bei der relativen Bestiindigkeit der Aether kaum = zu er- 
warten: eher ist es wahrscheinlich, dass z. B. aus dem Mono- 
ithvlacethiimin ein Aethylhiimatin erhalten werden wird. 
Erwarmen mit Alkalilaugen hat die Gefahr, dass auch das 
Eisen aus dem = Molekiil herausgelést werden kann. Der 
Dimethyl- und der Diiithyliither des Hiimins, die erst beim 
Kochen mit Natronlauge in Losung tibergehen, diirften schwerlich 
dubel ein einheitliches Produkt liefern. 

In Anbetracht der durch diese Untersuchungen erweiterten 
Kenntnisse des Hiimins haiten wir es nochmals fiir angezeigt, 
die Angaben von H. Bertin-Sans und J. Moitessier') sowie 
‘ie von Preyer?) tiber die Synthese des Hiamoglobins aus 
Hiinatin und Eiweiss als wenig wahrscheinlich zu bezeichnen. 


1) Bull. soe. chim., Paris 5 mai 1893. 
“) Ber. d. chem. Ges., Berlin 1897, 5. 191. 
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In dem Versuche Preyer’s ist es itiberhaupt fraglich, ob das 
Haimoglobin, aus welchem er die Synthese bewerkstelligt haben 
will, iberhaupt zerstort war. 

Schon vor langerer Zeit wurde im Laboratorium des 
Einen von uns noch in Bern durch Herrn M. Lebensbaum') 
gezeigt, dass bei der Spaltung des Himoglobins in Eiweiss und 
Hiimatin Sauerstoff und Wasser aufgenommen werden, resp. 
zum Zustandekommen dieser Reaction nothwendig sind. Bei 
der Synthese des Hamoglobins miisste also der umgekelirte 
Process, d. h. Abspaltung von Wasser und Sauerstoffentziehung 
stattfinden, Reactionen, die schwerlich durch Zusammenmischen 
von Haématin mit Eiweiss realisirt werden. Bei der Aehnlichkei! 
des Spectrums des Oxyhimoglobins mit den Spectren der 
Farbstoffe aus der Hamatingruppe ist hier Vorsicht geboten 
und spectroskopische Befunde allein nicht entscheidend. so 
liegen z. B., wie uns vergleichende Versuche gezeigt haben, 
die beiden Absorptionsstreifen des kiirzlich von Arnold?) als 
Hiimatin in neutraler Losung beschriebenen Farbstoffs zwischen 
den am meisten nach Violett zu verschobenen zwei Streifen 
des Hiéimochromogens und der am meisten nach Roth zu 
liegenden beiden Streifen des Oxyhamoglobins. Der Haupt- 
unterschied zwischen dem Arnoldschen Farbstoff und dem 
Oxvhiimoglobin ist, dass beim letzteren der nach Roth zu 
liegende Streifen stark Licht absorbirt und scharf begrenzt ist, 
wihrend bei dem Arnold’schen Farbstoff das Umgekehrte der 
Fall ist. Das sicherste Kriterium, niémlich die Darstellung 
kiinstlicher Oxvhiimoglobinkrystalle, bleibt noch aus. Wir 
wollen keineswegs behaupten, dass die Hamoglobinsynthese 
eine Sache ferner Zukunft sei, glauben aber, dass es noch 
weiterer Untersuchungen namentlich iiber das Himochromogen 
bedarf, das nach den interessanten Versuchen Herrn 
v. Zeynek?*) ein nicht allzuschwer zugiinglicher Korper ist, 
um Mittel und Wege zur Himoglobinsynthese zu finden. 


1) Wiener Monatshefte fiir Chemie, Bd. 8, S. 165—179. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIX, S. 79. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXV, S. 492. 
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Tafel I. 


Fig. I Fig. I] 


Fig. V Fig. VI 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band XXX. Verlag von Karl J. Tribne’, 
Zu ,Nencki und Zaleski, Untersuchungen uber den Blutfarbstoff.* Strassburg. 
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Erklarung der photographischen Tafel. 


Figur I. Acethamin aus Eisessig umkrystallisirt. 
» Il. Sechsseitige Tafeln des Himins aus Amylalkohol. 
> Ill. Diathylather des Acethimins. 
» IV. Monoamylither des Acethimins. 
» V. Hamin aus Aceton. 
>» VI. Hamin aus einem Tropfen Blut, mit Salzséure und 
Aceton erhalten. 
Simmtliche Bilder bei 75maliger Vergrésserung aufgenommen. 


II. Zur Kenntniss des Hamatoporphyrins. 


Bei der Beschreibung des Darstellungsverfahrens des 
mittelst Bromwasserstoff in Eisessig erhaltenen Hamatoporphyrins 
wurde angegeben, dass gegen Ende der Operation, zur volligen 
Umwandlung des Hémins, die Losung auf dem Wasserbade 
erwirmt werden soll.') Seither haben wir mitgetheilt,?) dass, 
um bessere Ausbeute an Himatoporphyrin zu erzielen, es zweck- 
miissig ist, vor dem Erwirmen das Himin mit der Loésung 
von Bromwasserstoff in Eisessig mindestens 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen zu lassen. Wir haben in der ietzten 
Zeit, und zwar mit Vortheil, das Erwiairmen auf dem Wasser- 
bade ganz weggelassen. Unser jetziges Verfahren zur Dar- 
stellung des Haématoporphyrins ist daher folgendes : 

Je 5g Hamin — es ist besser, mit kleinen Portionen 
zu operiren — werden in 75 cem. bei 10° C. mit Brom- 
wasserstoff gesattigtem Eisessig (welche Lésung von der Firma 
Kahlbaum in Berlin bezogen werden kann) in kleinen 
Portionen und unter hiiufigem Umriihren eingetragen. Man lisst 
nun die Fliissigkeit 3—4 Tage bei Zimmertemperatur stehen, 
schiittelt 6fters um, und wenn alles Hiimin gelOst ist und die 
Losung die schén rothe Farbe des Himatoporphyrins ange- 
nommen hat, wird der Kélbcheninhalt in destillirtes Wasser ge- 


1) Wiener Monatshefte f. Chem., 1888, S. 82. 
2) Wiener Monatshefte f. Chem., Bd. X, S. 568. 
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gossen und nach mehrstiindigem Stehen, wobei nur ein ganz di 
geringer Bodensatz entsteht, filtrirt. Die weitere Verarbeitung ZN 
geschieht, wie friiher angegeben, d. h. die filtrirte Lésung wird gr 
so lange mit Natronlauge versetzt, bis aller Bromwasserstoff | Li 
neutralisirt ist, wobei der in verdiinnter Essigsiiure unldsliche | ok 
Farbstoff fast vollsténdig ausfiillt. Man lasst absetzen und al 
wascht den Niederschlag durch Decantation so lange aus, bis pe 
das Filtrat mit Silbernitrat keinen Niederschlag mehr gibt. Der ge 
ausgewaschene Niederschlag wird, nachdem er durch Liegen de 
auf Fliesspapier den gréssten Theil des Wassers verloren, 
noch feucht mit reiner verdiinnter Natronlauge auf warmem 
Wauasserbade eine Viertelstunde digerirt, von dem abgeschiedenen ni 
Fisenoxydulsalz filtrirt und aus dem alkalischen Filtrat durch : 
Essigsiiure der Farbstoff gefillt. Das abgeschiedene Hamato- Hi 
porphyrin wird jetzt von Neuem gut ausgewaschen, vom Filter 
abgehoben, mit wenig Wasser in einer Schale zu einem dicken sie 
angeriihrt und unter Umriihren mit kleinen Portionen ink 
Salzsiiure so lange versetzt, bis der Farbstoff in Losung ge- uu 
gangen ist. Das salzsaure Hiimatoporphyrin ist in) Wasser au 
leicht loslich, mit) zunehmendem Gehalt an Saure nimmt die W 
Loslichkeit bedeutend ab; es ist deshalb rathsam, nach er- mi 
folgter Lésung von dem geringen harzigen Kiickstand abzu- we 
filtriren und dem = Filtrat noch Salzsiure zuzusetzen, Sollte | Al 
jetzt noch ein harziger Niederschlag entstehen, so filtrirt man W 
von Neuem davon ab und stellt das Filtrat im Vacuum tiber ml 
SO,H, zur Krystallisation auf. Gewohnlich schon nach einigen un 
Stunden erstarrt die Fliissigkeit in der Schale zu einem Kry- | in 
stallbrei. Man lisst jedoch noch 2—3 Tage im Vacuum stehen, | sa 
filtrirt hierauf auf einem Saugtilter ab und wascht die Krystalle El 
mit 10°/oiger Salzsiiure nach. 

Durch einmaliges Umkrystallisiren der auf obige Weise C, 
zwischen Fliesspapier getrockneten Krystalle wird das_ salz- an 
saure Hiimatoporphyrin chemisch rein erhalten. Den Vortheil aul 


dieses verbesserten Verfahrens illustrirt folgender Versuch : 7 
Je 10 g der mittels Kochsalz und Eisessig dargestellten | 

Hiiminkrystalle wurden mit 75 cem. BrH in Eisessig drei Tage 

lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf wurde i che 


2 


die eine Portion sofort in 1,5 Liter Wasser gegossen, die 
zweite Portion erst auf dem Wasserbade erwiirmt, bis der 
grOsste Theil von BrH entwichen war, und ebenfalls mit 1,5 
Liter Wasser vermischt. Die weitere Verarbeitung geschah, wie 
oben angegeben. Nach Entfernung des Eisenoxyduls wurde das 
alkalische Filtrat gemessen und aus je 20 cem. das Himato- 
porphyrin mit Essigsdure ausgefallt, gewaschen, im Vacuum 
getrocknet und gewogen. Andererseits wurde die Hauptmenge 
des Filtrates auf salzsaures Himatoporphyrin verarbeitet. 

Aus 10 g des nicht erwiirmten Hiéimins erhielten wir 
9.1 ¢ Hamatoporphyrin und 9,2 ¢ der im Vacuum getrockneten, 
nicht umkrystallisirten Krystalle des salzsauren Salzes. 

Aus 10 g des erwiirmten Hiimins erhielten wir 8,8 ¢ 
Hiimatoprophyrin und 4,97 g des salzsauren Salzes. 

Im ersteren Falle war die Lésung priichtig roth, wahrend 
sie im zweiten Falle, also nach dem Erwiirmen, einen Stich 
ins Bréunliche hatte; auch krystallisirte das salzsaure Salz 
aus der nicht erwirmten Portion viel schéner und reichlicher 
aus. Dieser Versuch  bestiitigt die tibrigens schon von 
W. Kiister?!) hervorgehobene Thatsache, dass das Hamin- 
molekti] aus zwei Hamatoporphyrinmolektilen aufgebaut ist, 
welche vielleicht durch das Eisen zusammengehalten werden. 
Alle Aether des Hiimins geben dasselbe Hiimatoporphyrin. 
Wir haben ausser dem friiher von Nenecki und Sieber 
mittels Amylalkohols dargestellten Hiimin auch das Acethamin 
und das Aethylacethimin in Hamatoporphyrin verwandelt und 
in den Loéslichkeitsverhiiltnissen und der Krystallform des salz- 
sauren Salzes keinen Unterschied gefunden; auch ergaben die 
Elementaranalysen des aus den eben genannten Haminen dar- 
gestellten Himatoporphyrins die gleichen, mit der Forme! 
C,,H,.N.O, tibereinstimmenden Zahlen.?) Nur ist die Ausbeute 
in Hi&imatoporphyrin verschieden:; das beste Resultat wurde 
aus Acethimin oder dem Hiimin nach Nencki und Sieber 


1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Jahrgang 1897, 5. 105. 
2) Vgl. die vorhergehende Mittheilung u. Bialobrzeski, Ber. d. 
chem. Gesellsch., 1896, S. 2850. 
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erhalten: geringer ist die Ausbeute aus dem Methyl- resp, 
Aethylather. Zur volligen Spaltung resp. Verseifung ist es 
hier zweckmissig, die bromwasserstoffsaure Lésung nach drei- 
bis viertaégigem Stehen kurze Zeit in einem auf 50—60° tempe- 
rirten Wasserbade vor dem Eingiessen in das Wasser zu er- 
warmen. Reines Hamatin mit Bromwasserstoff in Eisessig 
nach mehrtigigem Stehen bei Zimmertemperatur gibt ebenfalls 
Hiimatoporphyrin, jedoch in bedeutend geringerer Menge. Wir 
haben so aus Hiimatin das salzsaure Hiamatoporphyrin rein 
und krystallinisch dargestellt. 

Salzsaures Himatoporphyrin ist in Alkohol, namentlich 
60—70°/oigem, bedeutend leichter léslich als in Wasser, doch 
eignet sich Alkohol zum Umkrystallisiren dieser Verbindung 
nicht. Die Losung muss ziemlich weit im Vacuum concentrirt 
werden und die abgeschiedenen Krystalle sind sehr klein und 
nicht schon ausgebildet. In alkoholischem Ammoniak geldéstes 
Himatoporphyrin bildet damit beim Stehen im Vacuum ein in 
rothen Nadeln krystallisirendes Salz, das jedoch sehr unbe- 
standig ist. Um das Ammoniaksalz in grésserer Menge dar- 
zustellen, wurde reines, aus dem krystallinischen salzsauren 
Salze mit Natriumacetat gefiilltes Hiimatoporphyrin alko- 
holischem Ammoniak gelist und die vom Ungeldésten filtrirte 
Losung im Vacuum tiber SO,H, zum Verdunsten hingestellt. 
Nach zweitiigigem Stehen bildete sich am Rande ein braune 
Krystallkruste, wahrend am Boden der Schale ganz homogene 
Krystallnadeln sich absetzten. Sie wurden, ohne die Rand- 
kruste mitzunehmen, abfiltrirt, mit etwas absolutem Alkohol 
nachgewaschen, anfangs auf Fliesspapier, sodann, da uns Vor- 
versuche zeigten, dass das Salz leicht Ammoniak verliert, im 
Exsiccator tiber Chlorealcium und Salmiak getrocknet.  Trotz- 
dem verlor das Priiparat fortwiithrend an Gewicht und briaunte 
sich an der Oberfliiche stark. Als das Priiparat nach melhi- 
wochentlichem Stehen anniihernd constantes Gewicht erlangte, 
ergab eine Stickstoffbestimmung, dass das Salz sich fast voll- 
stiindig dissociirt hatte. Gefunden wurden 10,52 °/o N. Berechne! 
fir C,,H,,N,O,NH, 13,8°/o N; fiir C,,H,,N,O, 9,79 %/o N. 

Auf iihnliche Weise suchten wir auch das Kaliumsalz 
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zu bereiten, doch konnten wir es weder aus der alkoholischen 
noch aus der wisserigen Losung krystallinisch erhalten. 

Von besonderm Interesse mit Riicksicht auf den moleku- 
laren Bau des Hiimatoporphyrins war es, den Charakter der 
drei Sauerstoffatome dieser Substanz zu bestimmen. Weder 
mit Diamid noch mit alkoholischer Phenylhydrazinl6sung und 
Essigsiiure haben wir ein Derivat erhalten, sodass die Gegen- 
wart eines Aldehyd- oder Ketonsauerstoffs in Haimatoporphyrin 
ausgeschlossen ist. Das Hiimatoporphyrin verhialt sich wie eine 
Amidosiure, da es sowohl mit Séuren wie mit Basen Ver- 
bindungen eingeht. Fraglich ist es nur, ob der saure Charakter 
durch Carboxyl oder Hydroxylgruppen bedingt ist. Um der 
Frage niher zu treten, haben wir den Methyl- und den Aethyl- 
‘ither des Hiamatoporphyrins dargestellt und constatirt, dass 
in dem Hamatoporphyrinmolekiil 2 Wasserstoffe durch Alkyl 
ersetzt. werden. 

Wird in eine methyl- oder athylalkoholische L6sung des 
Hiimatoporphyrins trockenes Salzsiiuregas eingeleitet, so findet 
zwar eine Aetherificirung statt, kenntlich daran, dass durch 
Wasserzusatz ein Theil der Substanz gefiillt wird und sich in 
verdiinnter Natronlauge nicht mehr lést; aber selbst bei mehr- 
stiindigem Einleiten des Gases und Erwirmen bleibt ein be- 
trichtlicher Theil des Haimatoporphyrins unveriindert, wahrend 
ein anderer Theil in die Anhydridverbindung tibergeht und 
verharzt, sodass wir es zweckmiissiger gefunden haben, den 
Vorschlag von E. Fischer und A. Speier?!) befolgend, das 
Hamatoporphyrin in alkoholischer Lésung bei geringerem Siure- 
gehalt zu atherificiren. 

2 g chemisch reines Hiimatoporphyrin wurden mit einer 
Mischung von 20 g absolutem Methylalkohol und 2 g cone. SO,H, 
auf dem Wasserbade am Riickflusskiihler 4 Stunden lang erwarmt. 
Hierauf wurde die sch6n violettrothe Lésung in 2 Liter Wasser 
unter Umriihren gegossen und der feinkérnige, amorphe und 
schlecht filtrirende Niederschlag auf einem Filter aus gehirtetem 
Papier unter Anwendung der Saugpumpe abfiltrirt und mit Wasser 


1) Ber. d. deutsch. chem. Gesell. 28. 3252. 
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bis zum Verschwinden der Schwefelsdurereaction gewaschen, 
Das nur an der Luft zwischen Fliesspapier getrocknete und in 
verdiinnter Natronlauge in der Kiilte vollig unlosliche Priiparat 
ergab bei der Elementaranalyse folgende Zahlen: 

0.2371 gaben 0,5996 g CO, u. 01472 g H,O entsprechend 68,96 °/oC 

und 6,90°o H. 
0.1572 > » 11,8 ccm. N-Gas bei 14,7°/o T. u. 757 mm. Bst. = 8,80°/o N. 
Kin anderes Priiparat haben wir mittelst 5°/oigen Chlor- 
wasserstoffs iitherificirt. 4,5 g krystallisirtes salzsaures Hiimato- 
porphyrin wurden an der Luft, spater im Vacuum getrocknet, 
hierauf mit 50 ccm. absoluten Methylalkohols, der 5°/o HCl 
enthielt, 12 Stunden lang am Riickflusskiihler auf dem Wasser- 
bade zum Kochen erhitzt. Die schon rothe Losung wurde 
hierauf in 2 Liter Wasser gegossen, der feine und schlecht 
filtrirende, amorphe Niederschlag auf ein Saugfilter von ge- 
hiirtetem Filtrirpapier gebracht und bis zum Verschwinden des 
Chlors im Filtrate ausgewaschen. Das anfangs zwischen Fliess- 
papier, sodann iiber SO,H, getrocknete Priaparat ergab bei 
der Verbrennung folgende Zahlen: 
0.2722 gaben 0.6907 g CO, u. 0.1733 g H,O =69,189/oC u. 7,07 %/oH. 
O.2417 > 17,9 ecm. N-Gas bei 16,4°T. u. 769 mm. Bst.= 8,769 oN. 
Aus den iibereinstimmenden Analysen der beiden  Pra- 

parate geht hervor, dass in dem = Hiimatoporphyrinhydrat zwei 
Hydroxylwasserstoffe durch Methyl ersetzt- wurden. 


Berechnet fiir: C,,H,,(OCH,),N,O. Gefunden: 
C 68,79 jo C 68,96 und 69,18 °/o 
H 690 » 7,07% 
N 8,91°%o N 880 8,76 %o. 


Diese Formel wird noch durch eine Methoxylbestimmung 
bestiitigt, wobei das mittelst HCl erhaltene Dimethylhamato- 
porphyrin mit Jodwasserstoff im Zeissl’schen Apparate all- 
mithlich auf 145° erhitzt wurde. 

0.2301 ¢ gaben 0,3053 g AgJ = 8,47°/o CH,. Ber. fir 
9,5°%0 CH,. Es wurde also auch hier, 
lich wie bei einigen Hiiminithern etwa 1°/o Alkyl zu wenig 
gefunden. Die procentische Zusammensetzung des Monome- 
thyliithers C,H, (OCH,)N,O, ist: C 68,00 °/0, H 6 66°/0, N9,33°) 
und der Gehalt an Methyl = 4,7 °%/o. 
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Aus 4,5 g des salzsauren Hiimatoporphyrins erhielten 
wir 3,5 g des Aethers. 

Das Dimethylhamatoporphyrin ist ein amorphes ziegel- 
rothes Pulver, das an der Luft sich bald oberfliichlich briaunt 
und missfarbig wird, wesshalb es fiir Elementaranalysen még- 
lichst sorgfaltig und rasch zwischen gehirtetem Filtrirpapier 
um jede Verunreinigung durch Papierfasern zu vermeiden), so- 
dann im Exsiceator getrocknet werden muss. In Wasser und 
verdiinnten Alkalien ist es vOllig unléslich und erst beim 
Kochen mit den Letzteren geht es allmihlich in Losung wiber. 
Leicht léslich ist es in Alkohol, Methylalkohol, Aether, Essig- 
‘ither, Benzol und wiisserigen Mineralsiiuren und wird dem 
Aether, Essigather oder Benzol durch wiisserige Salzsiiure ent- 
zogen. Es gelang uns aber nicht, weder mit Salzsiure noch 
mit anderen Séuren, krystallinische Salze des Dimethylhimato- 
porphyrins darzustellen. Im Capillarréhrchen erhitzt, beginnt 
das Dimethylhimatoporphyrin schon gegen 60° zu sintern und 
ist gegen 85° unter Gasentwickelung zu einem klaren Tropfen 
geschmolzen. Als eine Probe der Substanz gegen 100° erwiirmt 
wurde, schmolz sie zu einer dunkelrothen Flissigkeit, es ent- 
wich Methylalkohol und hinterblieb ein amorpher Riickstand, 
der in Saéuren und Alkalien unléslich war und dessen Elementar- 
analysen am nachsten der Formel: C,,H,,N,0,, also wahr- 
scheinlich entsprachen. Aber ebensowenig 
wie aus dem Hamatoporphyrinhydrat das Anhydrid C,,H,.N,O,, 
gelang es uns, aus dem Dimethyliither, selbst beim Erhitzen 
auf 130°, den Aether des Hamatoporphyrinanhydrids rein zu 
erhalten. 

Auf ihnliche Weise wie den Dimethylither haben wir 
auch den Diéthyléther des Hiimatoporphyrins dargestellt. Auch 
dieser Aether schmilzt und spaltet Aethylalkohol schon unter 
100° ab. Ein bei 110—115° bis zu constantem Gewichte 
getrocknetes Priaparat des Diiithylhimatoporphyrins ergab uns 
bei der Verbrennung 72,28° C, 6,49%0 H und 9,24%o N, also 
Zalilen, welche ziemlich nahe der Formel: 
‘tehen. (Ber. 72,97%o C, 6,75" 0 H, 9,46°0 N.) Dieses Produkt 


war in verdiinnten Mineralsdéuren und Alkalien unldslich, wenig 
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léslich in Benzol und Aether, leicht léslich in Alkohol und 
schied sich in amorphen, rothen Flocken durch Wasserzusatz 
aus der alkoholischen Lésung ab. Durch Behandlung des 
Hiimatoporphyrinhydrats mit Essigséureanhydrid erhielten wir 
dagegen ein Produkt, dessen Zusammensetzung gut mit der 
Formel des anhydridischen Monoacetylhiimatoporphyrins 
einstimmte. 

1 g krystallisirtes salzsaures Himatoporphyrin wurde mit 
2 g entwiissertem Natriumacetat und 5 g Essigsaureanhydrid 
‘4 Stunde am Rickflusskihler zum Kochen erhitzt, die dunke!- 
braunrothe Losung nach dem Erkalten mit Wasser  versetz! 
und das in amorphen braunrothen Flocken abgeschiedene 
Produkt auf dem Filter mit Wasser ausgewaschen. Diese in 
Wasser unloésliche, in Alkohol nur wenig lésliche Verbindung. 
in vacuo ber SO,H, bis zu constantem Gewichte getrocknet, 
ergab bei der Verbrennung: 70,53 °/o0 C, 6,02°o H, 9,75% \. 
Die Formel: C,,H,,(COCH,)N,O, verlangt: 70,60°%/o C, 5,88° 
und 9,69°%/o N. 

Die Spectra der nur an der Luft oder im Vacuum tiber 
SO,H, getrockneten beiden Alkyliither fallen mit dem Spectrum 
des Hiimatoporphyrins in alkalischer resp. saurer Losung zu- 
sammen. Nach dem Trocknen bei 110° sind alle Absorptions- 
biinder, sowohl in saurer wie in alkalischer Lésung die gleichen 
wie die des Héimatoporphyrinhydrats, nur sind sie alle um 
ein weniges nach Roth zu verschoben; etwa um so viel, wie 
das Spectrum des Phylloporphyrins im Vergleich mit dem des 
Hiimatoporphyrinhydrats nach Violett zu verschoben ist. Friher 
wurde schon von dem Einen von uns und N. Sieber dure! 
Verreiben der Héiminkrystalle mit concentrirter SO,H, 
Himatoporphyrin erhalten, das leicht léslich in Alkalien, wn- 
loslich aber in verdiinnten Siiuren und Alkohol ist und [ur 
welches auf Grund der analytischen Zahlen die Forme! 
CyoH,,N,0, als die wahrscheinlichste angenommen wurde.’) 
Es ist dies also das erste Anhydrid des Hiimatoporphyrins, itis 
2 Molekiilen des Hydrates unter Austritt von H,O entstanden. 


1) Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 20, 5. 330. 
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= C3.H3,N,O, + H,O. Ein Tetrahydroprodukt 
dieses Himatoporphyrins ist die durch Einwirkung verschiedener 
Yeductionsmittel auf Himin oder Himatoporphyrin entstehende 
und von uns als Hexahydrohimatoporphyrin friiher beschriebene 
Verbindung.') Die durch Einwirkung von Essigsiéiureanhydrid 
aut Himatoporphyrin entstehende Verbindung ist das Acetyl- 
derivat des zweiten Anhydrids des Himatoporphyrins von der 
Formel C,,H,,.N,O,. Wir haben die Untersuchung iiber das 
Hiimatoporphyrin wieder aufgenommen, indem wir uns als 
Hauptziel vorgesetzt haben, eine Reaction zu finden, um vom 
Hiimatoporphyrin durch Entziehung von zwei Atomen Sauerstoff, 
zu dem Phylloporphyrin, dem von Marchlewski und Schunk?) 
genauer untersuchten Derivate des Chlorophylls zu gelangen. 
Bei der Eigenschaft des Haimatoporphyrins, unter Wasseraustritt 
Anhydride zu bilden, deren Spectra noch mehr als wie das 
des Hydrats vom Spectrum des Phylloporphyrins entfernt sind, 


konnten wir von vornherein erwarten, dass Erwirmen auf 


Temperaturen iiber 100°, oder Anwendung wasserentziehender 
Agentien uns nicht zum Ziele fiihren wird. Leider erwies 
sich das sonst.so energisch Sauerstoff entziehende Diamid dem 
Himatoporphyrin gegentiber als unwirksam. In wéasseriger 
oder alkoholischer Lésung bei Luftausschluss mit Diamid ge- 
schiittelt und erwiirmt, bleibt das Hamatoporphyrin unverindert. 
Im Spectrum fallen die Absorptionsbinder des so behandelten 
Himatoporphyrins mit denen des Hamatoporphyrinhydrates 
zusammen. Wir versuchten, dem Beispiele E. Fischer’s®) 
anliisslich seiner Untersuchungen tiber die Harnsaure folgend, 
die beiden Hydroxyle des Hiimatoporphyrins zuniichst mittelst 
PC], durch Chlor und hierauf die zwei Chloratome durch 
Wasserstoff nach folgendem Schema: 
+ (PCI,)p = CygH + (POCI,), + 2 HCI 
und 
C:,,H,,Cl,ON, + H, = C,,H,,ON, + 2 HC! 

zu ersetzen. 

1) Ibid. Bd. 20, S. 331. 

“) Ann. d. Chem. Pharm., 278, 96. 

3) Ber. d. deutschen chem. Gesell., Jahrg. 1884, S. 329. 


10 g PCl, wurden mit 60 g Tetrachlorkohlenstoff tiber- 
gossen, der Fliissigkeit 2 g reines Himatoporphyrinhydrat 
zugesetzt und in einem Koélbchen 5 Stunden lang am Riick- 
flusskiihler erwiirmt. Eine Einwirkung fand statt. Es entwich 
HC] und der grésste Theil des Hamatoporphyrins ging in Léosung 
liber. Die gelbbraune Fliissigkeit wurde hierauf vom Ungelosten 
filtrirt, tiber Nacht tiber SO,H, und Aetzkalk im Vacuum stehen 
gelassen, am nichsten Tage mit Aether tibergossen und zur 
Zerstorung des POCI, mit Wasser geschiittelt. Die abgehobene 
iitherische Losung wurde verdunstet und der braune amorphe 
Riickstand in Chloroform gelést. Nach Abdestilliren des 
Chloroforms hinterblieb brauner Farbstoff in amorphen 
KoOrnern zuriick, unléslich in Wasser; in Aether und Alkoho! 
mit braungelber Farbe mit einem Stich ins Griin ldslich. Die 
Losung, passend verdiinnt, zeigt im blauen Theil des Spectrums 
zwischen der Linie F und der Strontiumlinie einen ziemlich scharf 
begrenzten Absorptionsstreifen der Wellenlange 4 = 479—46b 
entsprechend. In verdiinnter Natronlauge lést sich der Farb- 
stoff allméihlich auf zu einer klaren braunrothen Fliissigkeit, 
die im Spectrum keinen Absorptionsstreifen mehr zeigt. 

Dieser Versuch war also misslungen, da die Reaction 
zu weil gegangen ist. Wir versuchten sodann ein biologisches 
Reductionsmittel — némlich anéerobiotische Bacterien. Es 
gelang aber auch dadurch nicht, dem Hiamatoporphyrin die 
zwel Sauerstoffatome zu entziehen. 

Es wurden zwei Kolben mit einer Néhrldsung von 2,5 ¢ 
Wittepepton, 0,5 ¢ Traubenzucker und 0,5 g Haématoporphyrin- 
kalium in 500 cem. Wasser sterilisirt: der eine mit Sporen 
von Tetanus, der andere mit den Bacillen des malignen 
Oedems geimpft und nach 2stiindiger Durchleitung von Wasser- 
stoff unter Luftabschluss bei Bruttemperatur stehen gelassen. 
Schon am niichsten Tage trat in beiden Kolben Géhrung ein 
unter Entwickelung stinkender Gase. Am 4. Tage war das 
Hiimatoporphyrin als rother Bodensatz abgeschieden und die 
Losungen begannen sich zu kliren. Am 8. Géhrungstage 
wurde der Kolben mit Tetanus und am 12. der mit malignem 
Oedem gedffnet. In beiden Kolben war der Inhalt stark 
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iibelriechend, die Reaction schwach sauer, und wie die Ueber- 
impfungen zeigten, waren die Culturen durch andere Mikroben 
nicht verunreinigt. Das abfiltrirte und ausgewaschene Hamato- 
porphyrin erwies sich bei der spectroskopischen vergleichenden 
Priifung mit reinem Hiimatoporphyrin, sowie durch die Dar- 
stellung des krystallinischen salzsauren Salzes als unverindert. 

Da in diesen beiden Versuchen durch Zusatz von Trauben- 
zucker die NahrlOsung sauer und dadurch das Hamatoporphyrin 
gleich bei Eintritt der Gahrung gefallt wurde, so wiederholten 
wir den Versuch und impften eine Niihrl6sung, die in 400 cem. 
nicht sterilisirten Leitungswassers 4 g Wittepepton und 
g Himatoporphyrinkalium enthielt, mit Cholerabacillen. Der 
atmosphirische Sauerstoff wurde auch hier durch Wasser- 
stoff vertrieben und der Kolben unter Luftausschluss 
Thermostaten gestellt. Am folgenden Tage starke Gihrung 
und Entwickelung stinkender Gase. Hamatoporphyrin noch 
velost. Nach 3tagiger heftiger Gahrung liess die Gasentwickelung 
nach und ein geringer Theil des Himatoporphyrins ist in dem 
schleimigen Bodensatze abgesetzt. Am 8. Tage ist die Fliissig- 
keit. geklirt, Gasentwickelung, der grosste Theil des 
Hiimatoporphyrins im Bodensatze. Der Kolben wird jetzt 
geOffnet und sein Inhalt entwickelt einen pestilenzialischen 
Geruch. Mikroskopisch sind nur sparlich Cholerabacillen vor- 
handen, daneben in grosser Menge lange, bewegliche Bacillen, 
Kurzstiibchen und Coecen. Die Reaction der Fliissigkeit alka- 
lisch. Sowohl die filtrirte Lésung wie der ausgewaschene 
bodensatz zeigen spectroskopisch und chemisch alle Eigen- 
schaften des unveriinderten Haimatoporphyrins. Phylloporphyrin 
konnten wir keins darin finden. 

Durch die schénen Untersuchungen von W. Kiister?) 
lind seiner Mitarbeiter wissen wir, dass das Hamatoporphyrin, 
mit einer Ausbeute von gegen 50°/0, zu einer Siéure von der 
Formel: C,H,NO, oxydirt werden kann, welche durch Kochen 
mit Alkalien unter Aufnahme von H,O und Abspaltung von 
NH, in die Siure: C,H,O, tibergeht. Durch Reduction mit 

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIII, S. 38. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 
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Jodwasserstoff geht die letztere in die von M. Kolle!) dar- 
gestellte dreibasische Himotricarbonsdéure = C,H,,0, tiber, 
welche einer vergleichenden Zusammenstellung dieses Autors 
zufolge in allen Stiicken der von Auwers, Kébner und 
Meyenburg ?) synthetisch dargestellten Aethyltricarbally|- 
siiure gleicht. 

Wenn auch die als erstes Oxydationsprodukt auftretende 
Siiure von der Formel C,H,NO,, sowie die Séure C,H,O; als 
eyclische Verbindungen aufgefasst werden konnen, so ist jeden- 
falls in der Hiimotricarbonsiiure der Ring gesprengt. Ob 
das Hiimatoporphyrin aus 2 Atomgruppen mit 8 Kohlenstoffen 
aufgebaut ist oder ob die noch fehlenden 50°/o an Spaltungs- 
produkten andere Atomgruppirung haben, bleibt noch zu 
untersuchen, und es wiire verfriiht, schon jetzt Vermuthungen 
liber die Constitution des Hiimatoporphyrinmolekils zu aussern. 
Wir wollen aber nicht unterlassen, auf eine Beobachtung 
hinzuweisen, welche vielleicht zu den von Kiister entdeckten 
Oxydationsprodukten des Himatoporphyrins in Beziehung steht. 

Schon im Jahre 1868 entdeckten O. Schultzen und 
L. Riess’) im Harn von Patienten, die an acuter Leber- 
atrophie gestorben sind, eine Siiure von der Zusammensetzung 
Sie schmilzt bei 162° gibt, im Glasrohr mit 
Kalkhydrat erhitzt, braune, 6lige Tropfen, welche deutlich 
nach Phenol riechen und in wiisseriger L6sung mit Kisenchlorid 
eine dunkelviolette Fiirbung geben (1. ¢. 5S. 73). 

Auf Grund ihrer Analysen und dieser Reaction betrachten 
sie diese Siiure als Oxymandelsiure und bei dem gleichzeitigen 
Auftreten von Tyrosin im Harn sind sie der Ansicht, dass 
sie aus dem letzteren abstamme, entsprechend der Gleichung: 

CH, NO, + 0, = CO, + NH, + C,H,O,. 

Ob die vermuthliche Oxymandelsiure optisch activ war, 

haben Schultzen und Riess nicht gepruft. 


1) Dessen Inauguraldissertation, Tiibingen, 1898. 

2) Ber. d. d. chem. Gesellsch., 244, 310, 24> 2897. 

3) Ueber acute Phosphorvergiftung und acute Leberatroplie. 
Annal. d. Charité-Krankenhauses zu Berlin, Bd. 15, Jahrg. 1869. 
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Wie man sieht, unterscheidet sich die Séure von 
Schultzen und Riess von der Kiister’schen stickstofffreien 
Siiure C.H,O, nur durch ein Minus von 1 Atom Sauerstoff. 
Wiinschenswerth wire es, zu wissen, ob die Kiister’schen 
Siiuren nicht optisch activ resp. racemisch sind; denn es ist 
auffallend, dass nicht einmal bei der Phosphorvergiftung, 
sondern nur bei der acuten Leberatrophie, wo mit dem raschen 
Schwund des Leberparenchyms zahlreiche Blutextravasate aut- 
treten, also jedenfalls ZerstOrung des Blutfarbstoffs stattfindet, 
die Siiure C,H,O, im Harne gefunden wurde. Andererseits 
zeigen die erst ktirzlich aus unserem Institute publicirten 
Untersuchungen, wie in Folge der Leberentfernung der Orga- 
nismus mit sauren Stoffwechselprodukten tiberschwemmt wird. 


28* 


Die chemische Zusammensetzung menschlichen Chylusfettes. 
Von 
Demonstrator Franz Erben. 


‘Aus dem Laboratorium fiir medicinische Chemie in Wien.) 


(Der Redaction zugegangen am 11. Juli 1900.) 


Die seltene Gelegenheit, einen Fall von Chylurie durch 
liingere Zeit beobachten zu kénnen, bot mir die Moglichkeit, 
eine gréssere Menge menschlichen Chylusfettes fiir eine 
chemische Analyse desselben sammeln zu kénnen. Die Re- 
sultate der klinischen Beobachtung, die zu der Annalme 
driingte, dass der vorliegende Fall europiiischer, nichtparasi- 
tirer Chylurie gleich der tropischen’ parasitiiren der bei- 
mischung von Chylus zum Harne seine Entstehung verdankt, 
werden Dr. v. Stejskal und Dr. Franz in einer grosseren 
klinischen Arbeit niederlegen. Die vorliegenden Zeilen, die 
mit der klinischen Behandlung des Falles in keiner niahern 
Beziehung stehen, sind der chemischen Untersuchung 
Harnfettes gewidmet. 

Es sei mir aber gestattet, an erster Stelle unter bei- 
ziehung der klinischen Beobachtungen die Berechtigung, di 
Harnfett als Chylusfett anzusprechen, zu beweisen, wobei ich 
aber der Vollstiindigkeit der Beweisfiihrung halber die zu 
derselben nothwendigen Daten der chemischen Analyse des 
Harnfettes antecipiren muss. Die Ergebnisse der  klinischen 
Versuche sind folgende: 

1. Der Harn wurde nach zwilfstiindigem Hungern bis 
auf minimale Spuren fettfrei. Zwei bis drei Stunden nach der 
ersten Nahrungsaufnahme konnte Fett wieder deutlich nach- 
gewiesen werden. 
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2. Das gleiche Verhalten wurde beobachtet, wenn Patient 
eine fast vollkommen fettfreie Nahrung, die aber fiir die 
Ernihrung geniigende Mengen Eiweiss und Kohlehydrate dem 
Organismus zufiihrte, erhielt. Inanition war also bei diesem 
Versuch vollstindig ausgeschlossen. 

3. Mit Sudan III. gefiirbtes Fett, per os eingefiihrt, erschien 
nach kirzester Zeit im Harn wieder. Im intensiv roth gefirbten 
Aetherextract dieses Harnes war Sudan nachweisbar. 

4. Der Fettgehalt des blutes betriigt 0.378°/0, ist also 
sicher nicht vermehrt. Der Fettgehalt des Harnes  hingegen 
schwankt zwischen weiten Grenzen, zB. fand ich in’ der 
Eiweissperiode 0,564°/0 bis 2,158 

Nun kénnen zur Erkliirung des Uebertrittes von Fett in 
den Harn nur folgende Méglichkeiten herangezogen werden: 

a) Hochgradige fettige Degeneration der Epithelien des 
uropoetischen Systems mit Uebergang des Degenerations- 
fettes in den Harn (eventuell auch fettige Degeneration von 
Kiter), 

b) Secretion des Fettes durch die Nierenepithelien, 
eventuell auch durch heterologe Elemente, 

c) direkter Durchtritt von Fett aus dem Blute in 
den Harn, 

d) direkter Durchtritt fetthaltiger Lymphe (Chylus) 
in den Harn. 

Fettige Degeneration, von vornherein schon unwahr- 
scheinlich, ist auszuschliessen auf Grund der Versuche 2 und 3. 
Dieser letztere Versuch (Sudanfett) spricht gegen fettige De- 
generation auf Grund einer, wie es scheint, von mehreren 
Seiten gemachten Beobachtung, von deren Richtigkeit ich 
mich selbst tiberzeugte, und die dahin geht, dass das im 
Fettgewebe abgelagerte Fett von Thieren, die mit Sudanfett 
lingere Zeit gefiittert worden waren, sich roth farbte, wahrend 
pathologisch durch fettige Degeneration (z. Bb. bei Phosphor- 
vergiftung) auftretendes Fett ungefiirbt bleibt. Fettige Dege- 
neration ist aber auch ausgeschlossen wegen der grossen 
Menge des tiglich ausgeschiedenen Fettes (6—30 g) bei der 
langen Dauer des Zustandes, ferner wegen des Umstandes, 
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dass bei gewohnlicher Kost das Fett fest, bei Lipaninfiitterung 
aber fliissig war, und endlich aus den Ergebnissen der 
chemischen Untersuchung des Harnfettes. Denn nach den Beob- 
achtungen von Lindemann!) hat Degenerationsfett eine hohe 
Siiurezahl (18,35 d. h. ist reich an freien Fettséuren), wahrend 
die Siiurezahl unseres Fettes sehr klein ist (3,5). 

Gegen die Annahme einer Secretion des Fettes spricht 
erstens das prompte Ausbleiben beim Hungern, aber auch 
dann, wenn nur fettfreie Nahrung gereicht wurde (Versuche 
1 und 2), zweitens aber auch die Thatsache, dass bei Einfuhr 
von Lipanin das bei gewohnlicher Spitalskost feste Fett sofort 
einem fltissigen Platz machte (siehe weiter unten). Es liegt in 
dieser prompten Aenderung der Beschaffenheit des Harnfettes 
durch die des Nahrungsfettes zweifellos ein Moment gegen die 
Annahme einer Secretion. Es widerspriiche allen physio- 
logischen Erfahrungen tiber die Secretion, wenn in ktirzester Zeit 
nach Aufhéren bloss der Fettzufuhr die Secretion vollstandig 
versiegen, resp. bei qualitativer Aenderung des Nahrungsfettes 
das secernirte Fett plotzlich seine physikalischen Eigenschatten 
iindern sollte. Mit der Annahme einer Secretion wiire eben nur ein 
allmiihliches, langsames, erst nach dem Verbrauche allen im 
Kérper aufgespeicherten Reservemateriales vollstiindiges V er- 
schwinden, resp. im zweiten Falle, wenn tiberhaupt, so ein all- 
mithlicher Uebergang vereinbar. Es ist daher die Annahme 
einer Secretion des Fettes vollstiindig von der Hand zu weisen. 

Ob die Annahme Eggels,*) dass das Harnfett aus 
dem Blute stamme, aus dem es durch Poren, die neben 
Blutserum wohl feinsten  Fetttrépfehen, aber nicht rothen 
Blutkérperchen die Passage gestatten, in die harnleitenden 
Wege einfach durchfiltrire, richtig sei, muss eine Bestimmung 
des Fettgehaltes des Blutes lehren. Das Blut des Eggelschen 
Falles wurde von Hoppe-Seyler?) analysirt. Der Aetherextract 
(Fett und Lecithin) betriigt 0,676°/0, der Lecithingehalt 0.348 ° ». 


1) Ueber das Fett des normalen und fettig entarteten Herzmuskels 
Zeitschrift f. Biol. Bd. 38. 

2) Archiv fiir Klinische Medicin, Bd. 4. 

3) Medicinisch chemische Untersuchungen, Heft 4, 1869. 
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Der Blut-Fettgehalt, der allein in Betracht kommt (0,328°/0), 
ist also erheblich niedriger als der Harnfettgehalt (0,687). 
Das Gleiche gilt fiir unsern Fall; der Fettgehalt des Blutes 
betriigt 0,378°/o, der des Harnes z. B. in der Eiweissperiode 
im Mittel 1,032°/o. Aus dem Vergleiche dieser Zahlen ergibt 
sich, dass ein einfacher Durchtritt  fetthaltigen Serums in 
diesen Fallen unmoglich angenommen werden kann, denn 
dann miisste der Fettgehalt des Harnes gleich oder hichstens 
unwesentlich hoher (wegen der Resorption von Harnwasser 
in der Blase) sein als der des Blutes. Die obigen Zahlen 
kjnnten nur durch eine Secretion d. h. selective Ausscheidung 
von Fett aus dem Blute erklirt werden, was wir oben mit 
zwingenden Griinden ausgeschlossen haben. 

Es bleibt also nur die letzte Modglichkeit, die Herkunft 
des Fettes aus der Lymphe. Dass das Fett aber aus der 
gewOhnlichen  Korperlymphe mit 0,2—O4°/o Fett nicht 
stammen kann, erhellt aus denselben Griinden, die wir 
gegen die Annahme ¢ (aus dem Blute) angefiihrt haben und 
die schon Brieger gewiirdigt hat. Es kann nur 
mischung von fetthaltiger Lymphe, also der des Darmes 
(Chylus), angenommen werden, wobei allerdings aus ana- 
tomischen Griinden, Riickstauung des Chylus gegen die Nieren 
mit offener Communication der Chylus- mit den Harnwegen, 
vorauszusetzen ist. Fiir diese Annahme sprechen aber direkt 
die obenangefiihrten Versuche und die chemische Unter- 
suchung des Harnes. 

Nachdem so die Berechtigung, das Harnfett als Chylusfett 
anzusehen, bewiesen ist, wollen wir nun iiber die Resultate 
der chemischen Analyse desselben berichten. Menschliches 
Chylusfett ist bisher noch nicht genauer untersucht worden. 

Spiirliche Angaben finden sich bei Hensen,!) der die 
chylose Fliissigkeit, die aus einer Lymphfistel am Priiputium 
eines zelinjiihrigen Knaben sich entleerte, untersuchte.  Die- 
selbe enthielt bis 2,25°/o Fett. Bei fettarmer Diiit sank der 
Fettgehalt auf 0,62°o. Das Fett enthielt 0,018—0,102°/o 


1) Pfliiger’s Archiv fiir Physiologie, Bd. 10, 1875. 
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Cholesterin. Ausserdem konnte der Autor Seifen nachweisen, 
wie er vermuthet, Natronsalze der Oelsiiure, Stearin- und 
Palmitinsaure. 

Munk undRosenstein’) untersuchten den Chylus aus einer 
Fistel am Oberschenkel. Das Fett, das sie bei Lipaninfiitterung 
erhielten, war gelb, fliissig, mit einem Erstarrungspunkt unter 
4°C., es enthielt 2,4°/0 freie Fettsiiure (als Oelsiiure gerechnet 
Cholesterin, 1/11 Lecithin. Die Menge der Seiten 
machte 4,1—5°/o der Fettmenge aus. Nach Hammeltalgfiitterung 
war das Fett fest, gelb, der Schmelzpunkt desselben niedriger 
als der des Hammeltalges. Die Menge der Seiten betrug 2» 
der des Fettes. Das Fett nach Einnahme von Erucasiiure 
war fest, der Schmelzpunkt 25°, der Erstarrungspunkt 21°: 
es enthielt 2,5°%/o freie Fettsiituren. 0,078°/0 Fettsauren wurden 
aus den Seifen der chylésen Fliissigkeit gewonnen. Ueber 
das Fett, das bei gewohnilicher Nahrung erhalten wurde. 
sind keine Angaben gemacht. 

Die folgenden Autoren bearbeiteten Fille von Chylurie: 

Kggel*) stellte aus dem Aeterextract eines chylurischen 
Harnes Fettsiiuren, resp. neutrale Fette, Cholestearin und 
Lecithin dar. 

Brieger’) konnte bei einem Fall von Chylurie, der 
vollstiindig dem unserigen analog ist, aus | Harn 8,95 
Fett extrahiren, das O,189 g Cholesterin (ca. 2°/0), Lecithin 
und 6,73 g Fettsiiuren vom Schmelzpunkt 351° enthielt. 

Grimm?) beschrieb einen Fall von Filaria-Chylurie, 
dem eine Chylusblasentistel constatirt wurde. Das Fett vom 
Schmelzpunkte 25° bestand aus 55—67° Palmitin und 
33—45% Olein, bei Rapsoélfiitterung aus 17—22°/0 Glyceriden 
gesittigter und 83—78°%o Glyceriden ungesittigter Fettsiuren 
(Erucasiiure). 

Das Fett unseres Falles, das mir von dem Vorstande der 


1) Virchow’s Archiv, Bd. 123, 1890. a 

2) Archiv fiir Klinische Medicin, Bd. 4. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. IV, 1880. 

4) Archiv fiir klinische Chirurgie, 32, 1886 und Virchows 
Archiv, Bd. 111, 1888. 
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medicinischen Abtheilung des k. k. Garnisonsspitales Nr. 1 in 
Wien, Herrn Regimentsarzt Dr. Franz, giitigst zur Analyse tiber- 
lassen wurde, wurde aus mehreren getrennten Perioden in der 
Weise gewonnen, dass der moglichst frische Harn mit einer 
reichlichen Menge Aether ausgeschiittelt wurde. Die iitherische 
Lisung wurde durch Destillation vom Aether befreit. Nachdem 
-) alles Fett einer Periode gesammelt war, wurde es im 
Wasserbade geschmolzen, bis es klar war, und dann durch 
ein trockenes Filter im Wiirmekasten filtrirt. 

Es blieb auf dem Filter ein auf demselben festhaftender, 
in der Wiirme ziiher, brauner Riickstand, der beim Erkalten 
fest und am Bruche undeutlich kornig wurde. Diese Substanz 
war in Aether loslich, wenn auch schwerer als das geschmolzene 
Fett. Zu einer vorliufigen Prifung wurde sie mit wenig Aether 
von der gréssten Menge anhaftenden Fettes befreit. Sie loste 
sich dann in Lauge zu einer opalisirenden Fliissigkeit) vom 
Aussehen einer SeifenlOsung vollstiindig auf. Mit Aether ge- 
s<chiittelt, gingen aus der Lésung die anhaftenden Fettspuren 
liber, erst nach dem Ansiiuern die fragliche Substanz. Durch 
dieses Verhalten war sie als Siiure charakterisirt. Sie wurde 
duher in der Weise gereinigt, dass sie in verdiinnter Sodalésung 
in der Wirme gelost und, nachdem die Loésung durch mehr- 
miliges Ausschiitteln mit Aether vollstiindig von Fett befreit 
war, aus derselben nach dem = Ansiiuren mit Schwefelsiure 
durch Ausschiitteln mit Aether wieder gewonnen wurde. 

So in reinem Zustande dargestellt, repriisentirte sie sich 
eine lichtbraun gefiirbte, ziemlich harte, undeutlich krystalli- 
uische, einem Fettsiiurekuchen ihnliche Masse mit einem Schmelz- 
punkte von ca. 50° Aus 100 ¢ Fett wurden etwas tiber 1!/2 g 
in diesem reinen Zustande gewonnen. Zur chemischen Charak- 
lerisirung dieses Siituregemenges wurde eine Elementaranalyse 
ind eine Molekulargewichtsbestimmung?!) ausgefiilrt. 

1) |, 0,0972 g Substanz gab 0,2582 g CO, und 0,1022 g H,O, 

I. 0.1060 » > >» 02817 » CO, » O,1128 » H,O. 
Die Substanz ist N-, P-, S-, und aschefrei. 

Ill. 0,0982 g Substanz verbrauchte 3,0 cem. KHO-Lésung (1 ccm. = 

'.O05808 g KHO). Die Verseifungszahl betriigt also 177,4. 
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Die Substanz enthialt: Il. 
C 72,45°/o 72,49 
H 11,69°/o 11,82 
O 15,86 °%/o 15,69 °/o. 


Als mittleres Molekulargewicht wurde 316,2 gefunden. 

Bei der Destillation mit Wasserdampf ging eine geringe 
Menge einer weissen, in Wasser unléslichen, aus Aether krystal- 
linisch sich abscheidenden, in Weingeist und Petroliither 
lOslichen Substanz tiber, deren) Schmelzpunkt zu 51,5° be- 
stimmt wurde. 

Als kleinste Formel fiir diese Substanz ergibt sich aus 
den gefundenen Procentzahlen C,H,,0O, welche Formel gemiiss 
dem Molekulargewicht von 316 verdreifachen ist. Der 
Verbindung C,.H,,0, kommt ein Molekulargewicht von 300 zu. 
Es handelt sich also um ein Gemenge!) von Monoxystearin- 
siiuren. Die aus demselben durch Destillation mit Wasser- 
dampf erhaltene Substanz wird daher wahrscheinlich Stearo- 
lacton (Schmelzpunkt 51,2) sein. 

Das, wie oben beschrieben, dargestellte Fett stamuinte 
aus vier verschiedenen Versuchsperioden. 

Das Fett der Periode war fest, dunkelgelb, 
Schmelzpunkt war 44°, sein Erstarrungspunkt 26°, 

Das Fett der Periode von demselben Aussehen wie 
das vorige hatte einen Schmelzpunkt von 38°, einen Erstar- 
rungspunkt von 30°, 

Diese beiden Portionen waren bei Verabreichung der 
gewOhnlichen Kost des K. u. K. Garnisonsspitales Nr. 1 in 
Wien erhalten worden. 

Das Fett der Periode HII ist bedeutend lichter gefiirbt. 
fliissig, scheidet sich bei liingerem Stehen in eine obere klare 
und eine untere von Krystallen durchsetzte Schicht und gil 
in noch homogenem Zustande einen Schmelzpunkt von 3+ 
und einen Erstarrungspunkt von 26°. 

Diese Portion wurde erhalten, als der Patient aus-er 

1) Fin Gemenge der isomeren Verbindungen (a-, B-, ~-Monoxysteann- 
siiuren) ist deshalb anzunehmen, weil der Schmelzpunkt der vorliegenden 
Substanz miedriger war als der Schmelzpunkt einer dieser Siuren. 
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cewOhnlicher Kost, zu deren Bereitung aber moglichst wenig 
Fett verwendet wurde, noch tiiglich eine Flasche (250 g) 
Lipanin erhielt. Ich habe schon oben angedeutet, dass der 
Vergleich der Eigenschaften des Fettes in den vorigen 
Perioden mit dem dieser Periode mit Entschiedenheit gegen 
die Annahme einer Secretion des Fettes spricht. 

Das Fett der IV. Periode von demselben Aussehen wie 
das der I. und If. stammt aus einer kurzen Versuchsperiode. 
in der der Patient 4/2kg¢ Walrat erhielt. In dieser Fett- 
portion (ca. 80 g) wurde der Nachweis des Cetylalkohols 
in folgender Weise versucht. 

Nach dem Verseifen mit alkoholischer Kalilauge wurde 
die Seife in viel warmem Wasser gelést und die Loésung mit 
Aether einige Male ausgeschiittelt. Der Aetherriickstand wurde 
in warmem Alkohol gelést und durch Auskrystallisirenlassen 
nach wiederholtem Einengen von Cholesterin befreit. Es blieb 
so ein geringer Riickstand, der, nochmals  verseift, aus 
alkalischer L6sung an Aether so gut wie nichts mehr abgab. 
Es war also Cetylalkohol trotz reichlicher Zufuhr von Walrat 
nicht nachzuweisen, ein Verhalten, das einerseits die Angaben 
von Munk und Rosenstein!) — bestiitigt, andererseits in 
Bezug auf unsern Patienten den Schluss gestattet, dass die 
die Fettassimilation betreffenden Qualitéiten der Darmschleim- 
haut intact sein miissen. 

Zu den im Folgenden beschriebenen qualitativen Bestim- 
mungen wurde, wenn nicht anders bemerkt, das Fett der 
Periode I verwendet. 


I. Quantitative Bestimmungen. 


Zu diesen wurde das Fett im Wasserstoffstrom 3 Stunden 
bei 110—120° getrocknet. 
Die Elementaranalyse ergab :2) 
C. 76,59 °/o 
H 11,88°/o 
O 11,55°/o. 


1) 
*) 0.2878 g Fett gab 0,8157 CO, und 0.3078 g H,0, 


Fine Probe des Fettes der Periode Il gab1) : 
C 76,52 °/0 
H 12,11° 
O 11,37°/o. 

Von den Constanten des Fettes wurden bestimmt?) : 
Specif. Gewicht bei 15°C.: 0,920, 0,9053) 
Schmelzpunkt .. . . 44° 
Erstarrungspunkt. . . . 26° 
Verseifungszahl . . . . 199,579 
Aetherzahl. . . . 196,071 
Reichert-Meissl-Zahl . . 2.254 
Hehneraahi . . 94,92 


Schmelzpunkt der unléslichen Fettsauren 44° 
Erstarrungspunkt > > 39,50 
Verseifungszahl > 201,785 


1) 01492 Fett gab 0.4198 g CO, und 0,1622 g H,0. 

2) Diese Bestimmungen wurden nach dem ausgezeichneten Werke 
von Benedikt-Ulzer, Analyse der Fette und Wachsarten, Berlin 18:17. 
vorgenommen. 

Bestimmung der Séurezahl: 6,1025 g Fett verbrauchen 8,75 ccin 
Lauge (1 cem. = 0.005714 g KHO). 

Bestimmung der Verseifungszahl: 5,0859 g Fett werden im 


7) com, Lauge (1 cem. = 0,025909 g KHO) verseift; zur Retitrirung 
werden 27,7 ccm. Salzsiiure (1 ccm. entspricht 1,299 cem. der Lauge 
gebraucht. 


Bestimmung der Reichert-Meiss]-Zahl (nach Bondz ynski uni 
Rufi) und der Hehnerzahl: 5,0859 g Fett geben 48278 g unldsliche 
Fettsiuren, die zur Siittigung 37,6 ccm. Lauge (1 ccm. = 0,025909 g KH 
brauchen; die l6slichen Fettsiiuren brauchen 2,25 Lauge (1 ccm. = 
1,019 KHO = 0,005714 g KHO). 

Bestimmung der Jodzahlen nach Hiibl: Zu 1,1893 ¢ Fet' 
werden 40 Hiiblsche Jodlésung (1 com. = 0,02351 g Jod) zugetiz' 
und zur Retitrirung 23,4 Hyposulfitlbsung (1 cem = 0,533 
Jodlésung) verbraucht. 1.3184 unldsliche Fettsaiuren, 40 ccm. Jodlosung. 
zur Retitrirung 19,7 ccm. Hyposulfitlésung. 

Bestimmung des Cholesterins: 6,7044 g Fett geben O10) - 
Cholesterin. 

Bestimmung des Lecithins: 20,0 ¢ Fett geben nach dem Verpuffen 
mit Soda und Salpeter 0.0154 Mg, P,O,, was einer Menge von 0,111 
Lecithin entspricht. 

3) Diese Zahl bezieht sich auf das fliissige Fett der Periode I!!. 


Acetylsdurezahl der unléslichen Fettsiéiuren 201,574 1) 


Acetylzahl > > 12,1641) 

Acetylverseifungszahl] > 213,738 1) 

Jodzahl > > 52,605 

Aus diesen Bestimmungen  berechnen sich  folgende 
Werthe : 


1,680 2) 
95,987 
0.560 °/o 


Gehalt des Fettes an freien Fettsiuren: 
> Neutralfett .. . 
» Lecithin . 


> Cholesterin. 1.715°/o 
» Glycerin. . 10,7170 
>» Gesammtfettsiuren. 95,573 °/o 
> ldshchen Fettséiuren 0.65 


> unldsl. Fettsiiuren . 94,92°/o 


Das mittlere Molekulargewicht der Ge- 
sammtfettsauren betrigt ; 
der unlosl. Fettsiéuren . 

» loslichen Fettséiuren 


268,64 Jo 
278,01 °/o 
133.8 
Die unléslichen Fettsiuren bestehen aus 
58.4°o Oelsiure 
31.3°'0 Stearinsaure 
10,3°/o Palmitinsiiure 
oder unter Beriicksichtigung der Oxyfettsiiuren und der Myristinsaure 
naherungsweise: 


6,6°/o 
25°%/o 
9°%/o 


Oxystearinsiiure 3) 
Stearinsaure 
Palmitinsiiure 


1°/o 


Myristinsdure. 4) 


1) Bestimmung der Acetylsaure- und Acetylzah1 der unlislichen 
Fettsduren (in dem Fett der Periode II bestimmt): 3,4001 g acetylirte 
Fettsiuren verbrauchen zur Neutralisation 23,2 ccm. Kalilauge (1 ccm. = 
029542 g KHO). Zur Verseifung werden 50 ccm, derselben Kalilauge 
zugefiigt. Retitrirung werden 43 cem. Salzsiure (1 cem.—1,13 cem. 
Kalilauge) gebraucht. 

2) Aus der Siure- und Verseifungszahl des Fettes berechnet; aus 
der Siurezahl allein unter der Annahme, das die freien Fettsauren 
dasselbe mittlere Molekulargewicht haben wie die an Glycerin gebundenen, 
ergibt sich 1,738 %o. 

3) Aus Acetylzahl der Fettsiuren (Fett der Periode II) berechnet. 

4) Schitzungsweise. 
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II, Qualitative Untersuchung. 


Zu derselben wurden 200 g Fett mit  alkoholischer 
Kalilauge auf dem Wasserbade verseift. Zweistiindiges Kocher 
gentigte zur vollstiindigen Verseifung. Der Seifenleim wurde 
mit viel Wasser verdiinnt und zur Vermeidung der Bildung 
von Emulsionen die noch ca. 40° warme Losung einige Male 
mit Aether ausgeschiittelt. Diese Aetherausziige hinterliessen nacl 
dem Abdestilliren des Aethers einen tiefgelben, krystallinischen 
Riickstand unverseifbarer Substanz. Die wasserige Fliissiy- 
keit wurde mit Schwefelsiiure angesiuert und mit Aether 
wusgeschiittelt. Der nach dem Verdunsten des Aethers bleibende 
Riickstand wurde 6 Stunden lang im Dampfstrom  destillirt 
und so in fliichtige und nicht fliichtige Fettsiéuren 
getrennt. 

Die saure, wiisserige Fliissigkeit wurde mit Baryum- 
carbonat neutralisirt und eingedampft. Der Trockenrtickstand 
wurde mit Alkohol extrahirt, die alkoholische Losung  einge- 
gedampft, der Riickstand durch mehrmaliges Aufnehmen mil 
Alkohol,  Filtriren und Eindampfen gereinigt und zuletzt 
im Vacuum destillirt. 

Das Destillat) ist eine schwach  gelbgefiirbte, dickliche. 
stisschmeckende  Fliissigkeit. Sie lost Kupferoxydhydrat und 
Kisenhydroxvd, gibt mit saurem schwefelsauren Kalium, wie 
mit Phosphorsiiureandydrid erwirmt Acroleindiimpfe, macht 
aus Borax borsiiure frei, reducirt nach liingerem  Kochen 
ammoniakalische Silberl6sung und gibt die Reich] sche Reaction 
(mit Pyrogallol und Schwefelsiiure). Dadurch ist die Fliissig- 
keit als Glycerin identificirt. 

Die unverseifbare Substanz, aus Alkohol mehrmals um- 
krystallisirt, lieferte blattchenformige, durchsichtige Krystalle, 
die die Reactionen mit Salpetersiiture, mit Chloroform und 
Schwetfelsiure und die Liebermannsche Cholestolreaction 
geben. Die aus Aether umkrystallisirte Substanz hat den 
Schmelzpunkt 147°. Die Elementaranalyse!) ergab : 


1) 0.2116 g Substanz gab 0,6305 g CO, und 0,2451 g H,0. 
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fiir Cholesterin berechnet 


C 83,84°/o 83,87 
H 11,909 11,86° 
O 426% 4,27 


Die vorliegende Substanz ist also Cholesterin. 

Nach dem vollstindigen Auskrystallisiren des Cholesterins 
blieb beim Verdampfen der Mutterlauge ein geringer unkrystalli- 
sirter Riickstand, der nochmals verseift wurde. Aus alkalischer 
Losung liess sich dann mit Aether fast nichts mehr extrahiren. 
Cetylalkohol oder andere unverseifbare Substanzen  ausser 
Cholesterin sind also nicht vorhanden. 

Die fliichtigen Fettsiituren wurden nach dem Ein- 
dampfen mit BaH,O, und Aufnehmen mit H,SO,-haltigem 
Wasser nochmals destillirt. Das Destillat zeigte eimen deut- 
lichen Schweissgeruch (Capron- oder Caprylsaure), mit EKisen- 
chlorid eine kaum wahrnehmbare Hothfiirbung (Essigsiure) 
und reducirte Silberldsung (Ameisensiure). Wie oben an- 
gefiihrt, ist das Molekulargewicht der ldéslichen Fettsiuren 133,8. 
Das Molekulargewicht der Caprylsiiure betrigt 144, das der 
Capronsiiure 116, das der Ameisensiiure 46. Nach diesen Zahlen 
wiire die Gegenwart der Caprylsiiure wahrscheinlicher. Es 
war jedoch wegen der geringen Menge dieser Fettsiuren nicht 
moglich, sie genauer zu untersuchen, resp. durch die bBaryt- 
gehalte ihrer Baryumsalze idendificiren. Aus diesem 
Grunde kann auch tiber die Gegenwart von Buttersaure, die 
man erwarten sollte, nichts ausgesagt werden. 

Die nicht fliichtigen Fettsauren wurden in warmem 
Alkohol gelést und die nach dem Erkalten  ausfallenden 
Antheile abfiltrirt und mit Alkohol gewaschen. Die Loésung 
wurde mit Bleizucker versetzt und, wie unten niiher angefiihrt 
ist, weiterbehandelt. Der Riickstand aber wurde auf dem 
Filter mit warmem Alkohoi gelést und der beim Erkalten wieder 
wsfallende geringe Niederschlag auf Arachinséiure gepriift, 
wahrend die Lésung als Olsiiurefrei sofort mit Magnesiumacetat 
iractionirt wurde. Um_ einer Esterification der eventuell vor- 
handenen Arachinsiiure vorzubeugen, war nicht mit kochendem, 
sondern mit warmem Alkohol operirt worden. Der 
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Schmelzpunkt des Ungelésten war tibrigens und 
auch die erste Fraction desselben mit essigsaurer Magnesia 
gab denselben Schmelzpunkt, sodass Arachinsiiure in nach- 
weisbarer Menge nicht vorhanden war. 

Die ersterhaltene alkoholische Lésung, die alle Oelsiiture 
enthalten musste, wurde zur Trennung derselben von der 
gesiittigten Fettsiiuren mit einer Losung von essigsaurem 
versetzt, mit viel Wasser verdiinnt, der Niederschlag yon 
fettsaurem Blei durch Erwiirmen geballt, abfiltrirt, zwischen 
Filtrirpapier abgepresst und einige Tage im Vacuum iiber 
Schwefelsiiure getrocknet. Dann wurde durch Behandeln jit 
kaltem Acther das Glsaure Blei von den Bleisalzen der gesiittigten 
Fettsiituren getrennt. 

Das oOlsaure Blei wurde mit warmer HCl zerlegt, dic 
Oelsiure Ofter mit warmem Wasser gewaschen und in Nt, 
gelost. Durch Ausfillen dieser ammoniakalischen L6ésung mit 
Barythydrat) wurde das Baryumsalz der Oelsiiure dargestellt, 
das nach lJangem Auswaschen mit Wasser und Umkrystailli- 
siren aus heissem Alkohol einen Baryumgehalt von 19.96° 01) 
aufwies, der mit dem ftir Oelsiiture berechneten von 19,62" 
stimmt. 

Die festen Fettsauren wurden in alkoholischer Losung 
mit essigsaurer Magnesia, und, wenn diese keine Fiillung mehr 
gab, mit essigsaurem Blei fractionirt gefiallt, die einzelnen 
Fractionen in der gleichen Weise weiter fractionirt, bis der 
Schmelzpunkt einer Fraction constant blieb. Auf diese Weise 
wurden folgende Fettsiuren isolirt : 

1. Stearinsiure, Schmelzpunkt 69—69,2°, 0,2105 Substanz gal 
0,5891 g CO, und 0,2407 g H,0O. 


Gefunden : Berechnet fiir C,,H,,0,: 
75,94%)o 76,06 °/o 
12,71°%o 12,68°/o 
O  11,35°/o 11,26°)o 


0,2056 g des Silbersalzes gaben 0,0570 g Ag. 
Gefunden 27,72 °/o Ag. 
Berechnet 27,62 >» 


1) 0.3857 g Olsaurer Baryt gaben 0,1310 g BaSO,. Der’ Erstarrungs- 
punkt der erhaltenen Oelsiure war 6°, der Schmelzpunkt 16°. 


2. Palmitinséur@ Schmelzpunkt 62°, 0.1767 ¢ Substanz gab 
0.4869 g CO, und 0.2010 g H,0. 


Gefunden : Berechnet fir: C,.H,,0,. 
7514°% 0 75,00°/o 
H 12,67 °%o 12,50°/o 
O 12.19% 12.50% 


0.4156 g des Silbersalzes gaben 0.1226 ¢ Ag. 
Gefunden 29.50°/o Ag. 
Berechnet 29,69°  » 
3. Myristinsaure, Schmelzpunkt 54°, 01376 g Substanz gab 
0.3730 ¢ CO, und 0,1540 g H,O. 


Gefunden : Berechnet fiir: C,,N,,0,. 
C 73,87 Jo 73,68 °/o 
H 12,46 °%o 
O 13,67 °%/o 14,02 °/o 


O1407 g Silbersalz gaben 0,0450 Ag. 
Gefunden: 32,0 %o Ag. 
Berechnet : 32,14° 
Stearinsiiure wurde in bedeutend grosserer Menge als 
Palmitinsiiture erhalten. Die Menge der Myristinsiiure  schiitze 
ich auf etwa 1°/o. 


UI. Qualitative Reactionen. 

Diese wurden nach dem Verfahren von Crace-Calvert 
vorgenommen, wobei die unten beschriebenen Farbenveriinder- 
ungen beobachtet wurden. Zu diesen Reactionen wurde das 
lliissige Fett der Periode verwendet. 

1. Natronlauge (spec. Gew. 1,340): dunkelgelb, fest. 


2. Schwefelsiiure » » 1,475): schwachgelb. 

3. Schwefelsiiure » » 1,530): roéthlich. 

4. Schwefelséure » » 1,635): dunkelrothbraun. 

5. Salpetersiiure (  » » 1,180): schwachgelb. 

6. Salpetersiiture » » 1,220): schwachgelb-réthlich. 
7. Salpetersiiure ( » 1,530): réthlich. 

&. Die nach 7 erhaltene Masse mit Natronlauge erwiirmt: 


schmierige, hellbraune Masse. 

9, Syrupése Phosphorsiure : rothgelb. 

10. Salpetersiiure (1,330) und Schwefelséure (1,345) aa 
part. aeq.: gelb. 

11. K6nigswasser: gelb. 
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12. Die nach 11 erhaltene Masse mit Natronlauge erwiirmt 

schmierige hellbraune Masse. 

Yeactionen nach Gliisner: 

tothe, rauchende Salpetersiiure: eine rothe Zone, nach 
1 Stunde unten ein griiner, dariiber ein rosenrother Farbenring. 

Concentrirte Schwefelsiiure: an der Bertihrungsstelle 
braunroth, 

Diese Reactionen nach Crace-Calvert sich 
denjenigen, die die Thrane (rothe und braune Firbungen) 
veben, withrend nicht die leiseste Andeutung einer griinen 
Fiirbung, die den Pflanzendlen (auch dem zur Gewinnung 
dieser Fettportion in grésserer Menge eingefiihrten Olivené|) 
zukommt, beobachtet wurde, ein Beweis, dass jene die Farben- 
reactionen bedingenden,  charakterischen  Verunreinigungen 
(Lipochrome etc.) des Nahrungstettes die Darmwand_ 
passiren, dass hingegen schon in der Darmwand die dem 
thierischen Fette eigenthimlichen Lipochrome ete. gebildet 
werden oder dem resorbirten Fett sich beimengen. 

Anhangsweise will ich noch die auf die Seifen des 
HHarnes, resp. Chylus sich beziehenden Zahlen hier anfiihren. 
Die aus einer Tagesmenge Harns gewonnenen Fettsiiuren 
von 0.1403 g Gewicht verbrauchten 5,1 cem. Kalilauge (1 = 
O,005808 KHO) zur Neutralisation. Daraus berechnet. sich 
ein mittleres Molekulargewicht von 266,2 fiir die aus den 
Seifen stammenden Fettsiiuren, also ungefiithr dasselbe, welches 
den Gesammttettsiiuren des Fettes (268,64) zukommt. 

Ebenso stimmt das mittlere Molekulargewicht der freien 
Fettsiiuren mit dem der Fettséiuren aus den Glyceriden tber- 
ein, wie sich daraus ergibt, dass der aus der Siiure- und 
Verseifungszahl des Fettes berechnete Gehalt an freien Fett- 
siiuren (1,680°/0) identisch ist mit demjenigen, der sich unter 
der Annahme, dass die freien Fettsiiuren dasselbe mittlere 
Molekulargewicht, wie die aus den Glyceriden haben, aus der 
Siiurezahl allein berechnet (1,738°/o). Es sind also in den 
Seifen und den freien Fettsiiuren des Chylus dieselben 
Fettsiiuren in demselben Mengenverhiltnisse, wie 1m 
Fett vertreten. 


Das menschliche Chylusfett besteht also aus den 
Glyceriden der Oel-, Stearin-, Palmitin- und Myristin- 
<fiure, von denen das Triolein den Hauptbestandtheil ausmacht. 
Das Tristearin betriigt das Dreifache des Tripalmitins, withrend 
Trimyristin nur in kleiner Menge, die Glyceride fliichtiger Fett- 
siiuren nur in Spuren vorkommen. Das Chylusfett enthiilt 
ausserdem eine geringe Menge (1,68°/o) freier Fettsiiuren, 
wie das auch Munk und Rosenstein angeben. Der Lecithin- 
gehalt desselben betriigt 0,56°/o, der Cholesterin gehalt 1,715°/0, 
also erheblich verschiedene Werthe, als die obengenannten 
Autoren fanden. Es mag das mit der Qualitat der Nahrung 
zusammenhangen. 

Es ist vielleicht interessant, die tiber die Zusammen- 
setzung des Fettes des menschlichen panniculus adiposus be- 
kannten Daten mit den entsprechenden des Chylusfettes zu 
vergleichen. 

L. Langer?) fand, dass das Gemenge der Fettsiiuren 
aus dem fliissigen Fette des Erwachsenen 

89,80°/o Oelsiiure, 

8,16°/o Palmitinsiiure und 

2,04°/o Stearinsiiure 
enthalte. Der Unterschied gegeniiber dem Chylusfett besteht 
also. darin, dass das Fett des panniculus oleinreicher und 
das Verhiiltniss des Palmitins zum Stearin verkehrt ist. Da 
das analysirte Chylusfett bei einer Nahrung gewonnen wurie, 
die mit den bei uns gebriiuchlichen festen Fetten bereitet 
war, und der Patient dabei um 2 kg an Korpergewicht zu- 
nahm, die Nahrung also das zum Fettansatz nothwendige 
Material enthielt, so kann daraus direkt geschlossen werden, 
dass, wenn auch das Chylusfett in seiner Zusammensetzung 
vom Nahrungsfett abhiingig ist (siehe oben), das als Reserve- 
material in den Fettzellen aufgespeicherte Fett von der chemischen 
Zusammensetzung des vom Darm resorbirten Fettes unabhiingig 
ist: ein neuer Beweis also dafiir, dass das Fett nicht einfach 


1, Ueber die chemische Zusammensetzung des Menschenfettes in 
verschiedenen Lebensaltern. Sitzb. der K. Akademie der Wissenschaften 
in Wien, Bd. 84 1881. 
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durch Infiltration, sondern durch einen secretiven Process ip 
die Fettzelle gelange. 

Wir haben endlich noch einen besonderen Befund zu 
erwiihnen, niimlich das Monoxystearinsiurengemenge, das 
bei der Filtration des Harnfettes als im Fett ungel6st) zuriick- 
blieb. Diese Verbindungen konnen kiinstlich aus der Oelsiitre 
(C, H,,0,) erhalten werden (Geitel). Diese ungesiiltigte Sdure 
liefert durch einfache Anlagerung von einem Molekiil Wasser 
die Monoxystearinsiiuren (C,.N,,0,). Da in den als 
Nahrung verwendeten Fetten diese Oxyséuren nicht nachge- 
wiesen wurden und jedenfalls, nach den Acetylzahlen dieser 
Fette zu schliessen, sicher nicht in solchen Mengen vorhanden 
sein kOnnen, so kOnnen wir nur annehmen, dass sie erst im 
Organismus offenbar aus der entstehen und zwar 
entweder im) Darm durch Einwirkung von Fermenten oder 
Bakterien, oder aber in der Darmwand. Ich méchte das Erstere 
fiir das wahrscheinlichere balten, mich aut einen Befund 
Kberts!) stiitzend, der im Adipocire Oxvmargarinsiiure nach- 
Wiles, 

Da nach Allem, was wir heute tiber die Adipocirebildung 
wissen, das Leichenwachs aus dem in der Leiche vorhiandenen 
Fette unzweifelhaft durch die Wirkung von Bakterien?) ent- 
steht — wenigstens fehlt fiir die Annahme einer anderen 
Entstehungsart jeglicher Anhaltspunkt —, so wird man woll! 
nicht fehlgehen, wenn man ftir die Oxysiéiure des Chylusfettes 
dieseibe Genese annimmi. 

Zum Schlusse sei es mir noch gestattet, meinem hoch- 
verehrten Lehrer, Herrn Hofrath Prof. E. Ludwig, tir 
manchen werthvollen Rath an dieser Stelle meinen besten 
Dank zu sagen. 

1) Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, 1875. 

2) Vergl. die jiingst erschienene Arbeit von Rubner. Ueber 
Spaltung und Zersetzung von Fetten und Fettsiuren im Boden und in 
Nihrfliissigkeiten. Archiv fiir Hygiene, Bd. 38, Heft 1, 1900. | 


Ueber Proteinstoffe. 
Von 
J. Habermann und R. Ehrenfeld. 


Aus dem Laboratorium fiir allgemeine und analytische Chemie der k. k. technische 
Hochschule in Briinn.) 


(Der Redaction zugegangen am 17. Juli 1900.) 


I, 

Yor fast dreissig Jahren haben H. Hlasiwetz und 
J. Habermann zwei Abhandlungen tiber die Proteinstoffe 
erscheinen lassen, von welchen die erste die Ergebnisse der 
Untersuchung der Spaltung der Eiweissstoffe unter der Ein- 
wirkung von Brom und Wasser, die zweite die Zersetzung 
dieser Kérper durch Salzsiiure bei Gegenwart von Zinnchloriir 
zum Gegenstande haben. In Fortsetzung dieser Untersuchung 
waren, wie heute, wenn auch verspiitet, gesagt werden muss, 
ber der Publication der zweiten der citirten Abhandlungen 
Versuche im Gange, bet welchen die Proteinstoffe der Ein- 
wirkung von Aetzbaryt in wiisseriger LOsung ausgesetzt wurden. 

Diese Versuche waren schon ziemlich weit vorgeschritten, 
ais t875 die erste Arbeit von P. Schiitzenberger erschien, 
welche den gleichen Gegenstand betraf. 

In Folge dieser Publication Schiitzenberger s wurden 
die damals von H. Hlasiwetz und J. Habermann ermittelten 
Thatsachen nicht) verOffentlicht, obwohl gesagt werden kann, 
dass die von den Genannien damals experimentell festgestellten 
Thatsachen nicht unerheblich von denen verschieden waren, 
welche Schiitzenberger mitgetheilt: hat. 

Schiitzenberger hat seine diesbeziiglichen Publicationen 
duhre £879 abgeschlossen und sind dieselben, insbeson- 


dere die von ihm an den experimentellen Theil gekniipften 
theoretischen Betrachtungen, von verschiedenen Forschern zum 
Gegenstande mehr oder weniger eingehender Erorterungen und 
Bemerkungen gemacht worden. Die theoretischen Anschauungen 
Schiitzenberger’s haben, wenn auch nicht ganz unwider- 
sprochen, vielfach Zustimmung gefunden, und mit Riicksicht 
darauf, sowie in Hinblick auf die grosse Bedeutung, welche 
seine Lehre fiir die Deutung der Constitution der Eiweissstotfe 
erlangt hat, und welche, wie uns scheinen will, mit dem 
experimentellen Werthe seiner Untersuchungen nicht ganz im 
Einklange steht, und welche weiter, wie erwahnt, mit den 
experimentellen Resultaten, zu denen der Eine von uns yor 
Jahren gelangt ist, nicht ganz iibereinstimmen, schien es wns 
an der Zeit, den Gegenstand neuerdings aufzunehmen und dic 
Arbeiten Schiitzenberger’s vor Allem einer Ueberpriifung 
zu unterziehen. 

sevor wir nun die Resultate unserer diesbeziiglichen 
Untersuchungen mittheilen, wird es zweckmiissig sein, aus den 
Arbeiten Schiitzenberger s das Wesentlichste in Erinnerung 
zu bringen. 


Die Einwirkung des Barythydrates auf Eiweissstoffe wurde 
zuerst von Theile!) im Jahre 1867 und sodannn von Nasse?) 
im Jahre studirt. Die Arbeiten Schiitzenberger 
sind indessen die ersten, welche den Gegenstand, wenigstens 
dem Anscheine nach, mit einer Griindlichkeit) ersch6pfen, die 
weitere Arbeiten in gleicher Richtung fiir die Folge tiberfliis=ig 
erscheinen liess. Die eben citirten deutschen Autoren, dic 
zuerst den Weg betraten, auf welchem ihnen der franzosische 
Forscher spiiterhin folgen sollte, hatten sich vorerst nur zu 
Ziele gesetzt, die bei der Einwirkung von Alkalien auf Protein- 
stoffe entstehenden Mengen von Ammoniak und Kohlensitre 
einem genauen, quantitativen Studium zu unterziehen. Beiden, 
und namentlich Nasse, war die Idee vorgeschwebt, auf diese 


1) Chemisches Centralblatt 1867, S. 385. 
2) Pfliiger’s Archiv f. Physiologie, Bd. 6, 7, 8. 


Wege einen tieferen Einblick in die Lagerung gewisser Atome 
des Eiweissmolekiiles gewinnen. Und nun hat. sich be- 
zeichnender Weise weder Theile noch Nasse zu so weit- 
sehenden Folgerungen bestimmt gefunden, um aus den ge- 
wonnenen Analysenzahlen ein so ziemlich complettes Bild iiber 
den Aufbau Eiweissmolekiiles zu construiren, wie es 
Schiitzenberger gethan hatte. Er allein unternahm es, aus 
den Resultaten seiner Analysen eine Theorie aufzubauen, 
welche bis auf den heutigen Tag ihren gewichtigen Platz 
unter den Constitutionsthesen beibehalten hat und in allen 
grosseren Lehrbiichern der physiologischen Chemie an erster 
Stelle figurirt. Diese Theorie ist bekannt. Auf dem Mengen- 
verhiiltnisse der Oxalsiiure, der Kohlensiiure und des Ammoniaks 
aufgebaut, die sich alle bei der Einwirkung von Barythydrat 
auf die Proteinstoffe entwickeln, gewihrt sie einem wenig 
kritischen Auge einen anscheinend frappanten Einblick in die 
Constitutionsverhiiltnisse des Eiweisskerns. Sie besagt in 
Kurzem, dass sich die drei genannten Korper in einem Mengen- 
verhiiltnisse entwickeln, das die Zerlegung der Harnstoffgruppe 
einerseits und der Oxamidgruppe andererseits zur Voraus- 
setzung hat. Beide Gruppen miissen also nach seiner An- 
schauung im Eiweissmolekiil priiformirt sein. 

Gehen wir nun auf die Entstehungsgeschichte dieser 
Theorie des Niheren ein. Verfolgen wir sie Schritt fiir Schritt 
in der chronologischen Aufeinanderfolge der einzelnen Publi- 
cationen, wobel wir uns. stets vor Augen halten, dass die 
Oxalsiiture, die Kohlensiiure und das) Ammoniak ihrem 
relativen Mengenverhiiltnisse gewissermassen die drei Grund- 
pleiler sind, auf welchen sich das Schiitzenberger sche 
Lehrgebiiude aufbaut. 

Die erste Publication erfolgte im Band XXIII der Bulletins 
de la Société chimique de Paris. Auf Seite 193° lesen wir 
daselbst: «M. Schutzenberger communique a la Société la 
suite de ses recherches sur Valbumine. (Die ersten Arbeiten 
beziehen sich auf die Einwirkung von verdiinnter Schwefelsiéure 
auf Albumin.) D’aprés les resultats obtenus Talbumine se 
dédouble par Vhydrate de baryte en ammoniaque, carbonate 


— 456 — 

de baryte, acides amidés de la série 
Der Oxalsiiure wird also in dieser Notiz noch keine Erwiihnune 
gethan. Wohl aber im Folgenden. Auf Seite 216 und {i 
berichtet Schiitzenberger iiber eine Zersetzung von 100 ¢ 
cougulirtem Albumin mit 200 ¢ Barythvdrat durch Kochen 
am Riickflusskiihler, wobei er einen unloslichen Riickstand 
erhiilt, den er folgendermassen beschreibt: «Il était) formeé 
principalement de carbonate de baryie, mélange & peu 
doxalate, de sulfite de baryte, i des phosphates alcalino-terreux 
et a de la silice provenant de Vattaque du verre pendant 
cette longue ébullition.» Dieser «Précipité insoluble» wird 
auch fiir unsere weiteren Darlegungen von groésster Wichtigkeit 
sein. Es set daher ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die 
Oxalsiiure nun zum ersten Male auf den Plan tritt, wenn euch 
nur in spurenweiser Menge. 

Sehen wir nun zu, wie Schtitzenberger diesen unlis- 
lichen Riickstand anfasst. Er berichtet im Folgenden: «Pour 
apprecier la dose de carbonate barytique quil renfermait, on 
a dissous le précipite dans Vacide chlorhydrique étendu, filtre, 
précipiteé la solution par le carbonate dammoniaque. Le car- 
bonate de baryte ainsi obtenu: représentait sensiblement celui 
qui se trouyvait primitivement dans le dépot.» 

Beurtheilung dieser Methode, den unloslichen 
stand zu priifen, sei am passendsten erwiilint, dass Schiitzeu- 
berger selbst in’ seinen spiiteren Angaben tiber  dasseile 
Thema den Weg der indirekten Bestimmung der hohlensiiie 
besser durch den ihrer direkten Wiigung  ersetzt. Es sol) 
davon noch spiiter des Eingehenden die Rede sein. Nur soyic! 
sel vorweg genommen: Wer den unloslichen, schmieriget 
Riickstand, welcher bei der Aufschhessung der Eiweissstotie. 
namentlich des Caseins und des Albumins durch Barvthydro! 
resultirt, einer nur ganz flichtigen Priifung, Ja selbst nur dein 
blossen Augenscheine unterzogen hat, sich 
ber die Fehlerhaftigkeit der von Schiitzenberger ange- 
wandten Untersuchungsmethode im Unklaren sein. Denn was 
er als baCO, niederschlug, war sicher ein) Gemenge vou 
kohlensawem Baryt mit den verschiedensten Barytseifen und 
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anderen organischen Barvumverbindungen. Von noch grisserer 
Wichtigkeit scheint uns aber der Umstand, dass Schiitzen- 
berger sich mit der Erwithnung begniigt, die Oxalsiiure sei 
in kleinen Mengen dem unloslichen Riickstande beigemengt, 
und bei der quantitativen Analyse des Riickstandes sie ruhig 
ihrem Schicksale tiberliisst. Was folgt daraus? Zieht man in 
Betracht, dass von einer eingehenden, qualitativen Priifung des 
unldslichen Riickstundes an keiner Stelle siimmtlichen 
Schiitzenberger’schen Abhandlungen die Rede ist, so kann 
man sich des Gedankens nicht erwehren, dass er sich kaum 
die Miihe genommen haben diirfte, seine Oxalsiiure im freien 
Zustand oder in Form thres Calciumsalzes abzuscheiden und 
weiter zu priifen. Er wiire dann wahrscheinlich zu anderen 
Ergcbnissen gelangt. positiven Theil dieser Abhandlung 
mag dann weilterhin noch die Rede davon sein, 

Veriolgen wir den von Schiitzenberger eingeschlagenen 
Weg nun weiter. «Si lon suppose», so berichtet Schiitzen- 
berger weiter, «que Vammoniaque et  carbonique 
provicnnent du dédoublement du groupement de Puree contenu 
dans lalbumine on aurait da trouver pour 1,7 ¢ dammoniaque 
9.55 de carbonate de baryle.» Damit ist nun die  spiiterhin 
zu entwickelnde Theorie ihren Grundziigen angedeutet. 
Interessant ist jedenfalls der Umstand, dass fiir Schiitzen- 
berger’s Arbeiten a priori die Idee der Anwesenheit der 
im Eiweissmolekiil Richtung gebend 

schiitzenberger berichtet nun weiter iiber eine Reihe 
von Auischliessungen des Albumins mittelst Barythydrats im 
veschiossenen Cylinder, von denen eine jede durch mehrere 
Tage, selbst durch eine Woche bei ciner Temperatur von 
150° fortgesetzt worden war. Er findet die Oxalsiiure wiederum 
hur in Spuren dem unldslichen Riickstande beigemengt, wih- 
rend dieser fast ausschliesslich aus Baryumecarbonat zusammen- 
gesetzt ist. Ammoniak und kohlensaurer Baryt= miissen nun 
in dem Verhiiltnisse stehen, wie es die Zersetzung der Harn- 
stoffgruppe erfordert. Die Menge des Baryumearbonats weicht 
aber thatsiichlich um 3—4°/o von derjenigen Menge ab, die 
dem Maassstabe der Zersetzung der Harnstoffgruppe be- 
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rechnet wurde. Kein Wunder. Denn Schitzenberger, sy 
scheint es wenigstens, hat bei dieser Versuchsreihe den un- 
lOslichen Riickstand abfiltrirt, ihn mit kohlensiurefreiem Wasser 
gewaschen und gewogen. Nihere Angaben macht er dariiber 
nicht... . . «le dépot, récueilli avee soin, a été bien, lavé 
leau bouillante privée d’acide carbonique.» weiter: 
«Les résultats sont les suivants: Résidu insoluble resté sur 
le filtre (presque entiérement formé ‘de carbonate de barvte, 
avec traces de sulfite et doxalate) ..... 20 g.» 

Wie erkliért nun Schiitzenberger dieses auffallige Manco 
an Barvumearbonat resp. den Ueberschuss an Ammoniak ? 
Er sagt: «On voit que dans ces diverses expériences le poids 
de Vammoniaque dégagée est toujours un peu plus fort. par 
rapport & celui carbonate de baryte précipité, celui 
exigé par le dédoublement de Turée.» 

Ce fait sexplique en supposant, ce qui parait probable 
dapres ce qui suit, que Valbumine renferme, en petite quantite, 
des groupements susceptibles de dégager de Vammoniaque, 
sans fournir de Vacide carbonique (Groupement de la taurine, 
groupement dune amide cellulosique). » 

“Néanmoins», so fiihrt er fort, nombres trouyés 
sont assez rapprochés pour justifier Thypothese que Talbumine 
contient les éléments de Turée sous forme duréide complexe. 

Das Hemialbumin, das Schiitzenberger nun zur Aul- 
schliessung heranzieht, scheint geeigneter sein, um cin 
giinstigeres Resultat) zu erzielen. CO, und NH, stehen im 
Verhiiltniss von 1.29, wiihrend das nach der Zusammensetzung 
des Harnstoffs berechnete Verhiiltniss 1,28 betriigt. 

Wir lesen nun auf Seite 252) folgendes Resumé: Des 
nombreux résultats consignés dans ce mémoire nous croyols 
pouvoir dégager avec certitude Jes conclusions —suivantes: 
IJalbumine est une urcide complexe: elle contient les éléments 
de la taurine et de Voxamide (en petites proportions): al- 
straction faite de ces parties constitutives, le reste de [i 
molécule se dédouble par hydratation compléte en tyrosine, 
acides amidés de la série C™H22+1Az02: depuis n= 7 jusqu i 
n= et un ou deux acides amidés plus oxvgénés dont |e 
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plus important se rapproche de lVacide aspartique par sa 
composition. La molécule de Valbumine contient en outre 
une petite proportion dune amide cellulosique. Ces divers 
produits représentent & trés peu de chose pres seuls, les 
dérivés formés par hydratation au dépens de Valbumine. » 

Wir verlassen nun den Band XXIII der Bulletins, nach- 
dem wir von einer Notiz auf Seite 385 Kenntniss genommen 
haben, die fiir die Folge von Wichtigkeit ist und auch ihr 
scharfes Licht auf die eben besprochene Arbeit wirft. Sie 
lautet in ihrem fiir unsere Zwecke massgebenden Theile 
folgenderweise: «Il (Schiitzenberger) a aussi reconnu que 
certaines albumines fournissent beaucoup plus doxalate de 
harvum que dautres, lorsquon les hydrate par baryte. 
Cependant le rapport entre Vammoniaque dégagée et la 
haryte précipitée sous forme doxalate et de carbonate, ne 
varie pas sensiblement dans ce cas; il en résulte que le 
groupement de loxamide peut remplacer plus ou moins le 
groupement de lurée. » 

Hierdurch ist die erste, grosse Arbeit Schiitzenberger s 
geniigend gekennzeichnet, und es scheint uns nun nothwendig, 
an die Kennzeichnung der zweiten heranzutreten, die im 
Band XXIV der Bulletins de la Société chimique de Paris 
enthalten ist. Auf Seite 4 dieses Bandes berichtet Schiitzen- 
herger nun nochmals, dass gewisse Albuminsorten, «certaines 
echantillons d’albumine», bei der Aufschliessung einen unlés- 
lichen Riickstand liefern, welcher, anstatt fast ausschliesslich 
aus Baryumearbonat, vermengt mit Spuren von Oxalat und 
Sulfit, zusammengesetzt zu sein, sich aus fast gleichen Theilen 
Barvumearbonat und Oxalat zusammengesetzt fand, ein’ Um- 
stand, der wohl der allgemeinen Fassung, welche Schiitzen- 
berger den Ergebnissen seiner Arbeit verleiht, einigermassen 
zuwiderliiuft. 

Nachdem nun einmal die Oxalsiiure sich tiber das Niveau 
der «quantité négligeable» erhoben hat und zum integrirenden 
sestandtheil der «données fondamentales», wie der franzOsische 
Forscher die Ergebnisse seiner Arbeit betitelt, geworden ist, 
legt er sich die Verhiiltnisse nun so zurecht, dass er die 
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Ammoniakmenge, welche dem BaCO,, sowie diejenige, welche 
dem C,O,Ba theoretisch entspricht, berechnet, beide Mengen 
addirt und nun die Summe mit der thatsiichlich gefundenen 
Ammontakmenge in Vergleich setzt. Eine ganze Reihe yon 
Kiweissstoffen, welche der Behandlung mit Aetzbaryt unter- 
worfen worden waren, lieferten so fiir das Ammoniak Zahlen, 
welche von der theoretisch berechneten Menge um 0,2—0,5° » 
im Durchschnitt abweichen., 

Den betden Arbeiten, die nun nach einer’ speciellen 
Richtung hin des Eingehenden beleuchtet worden sind, folgte 
im Jahre 1874 eine weitere, auf viel breiterer Basis aufgebaute 
Arbeit. Sie findet sich den Annales de Chimie et de 
Physique XVI, V. Série. Im Wesentlichen bietet sie fiir 
unsere Zwecke nichts mehr Neues. Schiitzenberger hat 
das Versprechen, das er am Ende seiner zweiten Arbeit gibt: 
die Analysen auf der Grundlage der gréssten Genauigkeit zu 
wiederholen, um scharfe und bestimmte Zahlen angeben zu 
kOunen, einzulosen versucht. Die Resultate einer stattlichen 
von Aufschliessungen, die unter wechselnden Bedingungen. 
was Zeit, Temperatir und Menge des aufschliessenden Agen- 
anlingen, durchgeliihrt worden waren, werden nun der Discussion 
unterzogen. Daberstosst Schtitzenberger wiederum auf einen 
Punkt, der ihm bereits in der ersten Arbeit (Band NNTP der 
Bulletins) aufgefallen ist. Es ist die Menge Ammoniak, deren 
Mntwickelung mit der Entbindung von Kohlen- und Oxalsiture 
durchaus nicht Schritt hilt, vielmehr die letzteren ber Weitem 
Welche Bedeutung gab Schiitzenberger diese 
aiuffallenden Thatsache im Band der Bulletins’? Wie er- 
innerlich, sagte er dort: «que Lalbumine renferme, en petite 
quantite des groupements susceptibles de dégager de Vammo- 
niaque (groupement de la taurine, groupement dune amide 
cellulosique), Diesen Standpunkt hat er in den Annales 
verlassen und mit einem Sprung den folgenden gewonnen: 
On explique tous ces résultats en admettant que la molécule 
dalbumine renferme un groupement oxamide et un autre car- 
bamide. L’oxamide se scinderait d’abord, en perdant la moiti¢ 
de son azote et en laissant un groupement oxamique, puis |: 


carbamide se décomposerait en acide carbonique et ammo- 
niaque, en meme temps quune petite fraction duo groupement 
oxamique. La temperature étant plus élevée, celui-ci se trans- 
formerait, &@ son tour, en ammoniaque et acide oxalique dont une 
partie se séparerait de suite et dont une autre resterait unie ou 
copulée aux composes du résidu fixe. Ce nest que sous 
flaence dune action plus énergique que la majeure partie et 
le reste de Tacide oxalique apparaissent en liberté.» Uns will 
scheinen, dass diese Siitze keine geniigend einwandfreie Erklirung 
der experimentell festgestellten Thatsachen bilden und kaum aus- 
reichen, um die Theorie Schitzenberger iiber die Consti- 
tution der Etweissstoffe mit eimiger Sicherheit zu stiitzen. 
Dass diese unsere Anschauung keine unbegriindete ist, datiir 
mag als Beweis das Urtheil Drechsel’s herangezogen werden, 
der sich dariiber im Ladenbure schen Handworterbuch der 
Chemie HII, S. 544, folgendermassen diussert: Die Menge des 
Ammoniaks betriigt Anfangs mehr als zwei Molekiile auf je 
ein Molekiil Kohlensiiure und Oxalsiiure, in der TIL Gleichung 
etwas weniger, ein Verhiiltniss, wie wir es auch bei der Zer- 
setzung des Harnstoffs und des Oxamids kennen: doch darf 
hieraus noch nicht geschlossen werden, dass das Eiweiss ein 
complexes Ureid oder Oxamid sei, da alle Bemiihungen, diese 
letzteren daraus zu erhalten, bisher gescheitert sind, da ferner 
die Abspaltung des Ammoniaks der Bildung von Kohlensiure 
und Oxalséiure durchaus nicht parallel geht, und endlich im 
fixen Riickstand Verbindungen vorkommen, welche bei der 
Zersetzung mit Kalihydrat Oxalsiiure liefern, aber wahrschein- 
lich nicht dem Oxamid, sondern der Hippurséure analog 
constituirt sind. 

sevor wir nun die Besprechung der Schiitzenberger schen 
Publicationen schliessen, seien noch einige Worte der direkten 
jestimmung der Kohlensiiure gewidmet, wie sie Schiitzen- 
berger in den Annales angibt. Er sagt: «Dans le dépot de 
sels barytiques insolubles, on a dosé lacide carbonique par 
le procédé ordinaire, cest-a-dire en décomposant un poids 
connu du dépot par lacide chlorhydrique dans Vappareil usite, 
et en pesant la perte due au dégagement dacide carbonique. » 


Zieht man nun in Erwiigung, dass der unldsliche Riickstand 
Sullite, fettsaure Salze und regelmiissig auch Sulfide enthiilt. 
so wird man leicht zugeben, dass diese Methode, die Kohlen- 
siiure zu bestimmen, im vorliegenden Falle keine verliisslichey 
Resultate liefern kann. 

Die vorstehende Uebersicht tiber den Entwicklungsgang. 
den die Schiitzenbergersche Theorie genommen hat, wird 
geniigen, um die widerspruchsvollen Ziige aufzudecken, an 
denen das Bild krankt, das uns der franzdsische Forscher yon 
dem Bau des Eiweissmolekiils gezeichnet hat. Nicht die That- 
sache allein, dass es bisher nicht gelungen sei, den Harnstoff 
uninittelbar aus den Eiweisskérpern abzuspalten, bringt die 
Theorie Schiitzenbergers ins Schwanken, es ist vielmehr 
die zum Theil experimentelle Unvollkommenheit seiner Arbeiten, 
die den Gedanken wachruft, dass seine Theorie zum Theile 
gewaltsam in die Analysenresultate hineininterpretirt ist. Und 
der Vorwurf der experimentellen Unvollkommenheit trifft, wie 
wir glauben, vor Allem die Anwendung des Barythydrates ils 
Aufschliessungsmittel, welches die genaue, quantitative be- 
stimmung der Kohlensiiure, des Ammoniaks und der Oxalsiitire 
sehr erschwert, wenn nicht unmodglich macht, was aus dem 
foleenden, positiven Theile dieser unserer Darlegungen hervor- 
eehen diirtte. 

Zweck und Ziel unserer positiven Arbeit schien uns klar 
vorgezeichnet. Es galt, die Schiitzenbergerschen Versuche 
im kleinen Massstabe so durchzufiihren, dass thunlichst ein- 
wandfreie und exacte Resultate in den gewonnenen Zahlen 
zum Ausdrucke gelangen sollten. Die Koérper, welche der 
Autschliessung mittelst Aetzbaryt unterworfen wurden, waren 
Kieralbumin und Casein. Nachdem Vorversuche, die Aul- 
=chliessung im Schiessrohre vorzunehmen, mit negativer 
Resultate geendigt hatten, da einerseits die Réhren zu haulig 
sprangen und andererseits die Aufschliessung sehr un- 
vollkommen vor sich ging, wurde die Operation in’ einem 
Digestor aus Phosphorbronze mit verzinnten Innenwandungen 
vorgenommen, der genau nach den Angaben, die Schtitzen- 
herger von seinem Aufschliessungscylinder in den Annales 
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macht, angefertigt war, und einem Rauminhalt von 100 cem. 
entsprach. In diesem yollig gasdicht geschlossenen Bronze- 
digestor wurde das aufzuschliessende Material, nachdem es im 
Vacuumtrockenapparate in thunlichst zerkleinertem Zustande 
his zur Gewichtsconstanz getrocknet worden war, mittelst 
Barvthydratl6sung durch 12 Stunden bei 100° erhitzt. Der 
Aetzbarvt wurde jedesmal in der doppelten Menge des auf- 
zuschliessenden Materials im kochenden Wasser gelést und 
die LOsung in den Digestor heiss hineintiltrirt. Zuniichst sollte 
die entwickelte Ammoniak- und Kohlensiiuremenge einer niiheren 
Untersuchung unterzogen werden. Der Bronzedigestor wurde 
nach beendigter Operation mittelst einer Kiiltemischung von 
Schnee und Kochsalz auf eine Temperatur gebracht, bei welcher 
ein Entweichen von Ammoniak, wie es beim Oeffnen des Gefiisses 
zu befiirchten stand, modglichst ausgeschlossen erschien. Der 
Inhalt des Digestors wurde nun rasch in einen Erlenmeyer- 
Kolben mit aufgesetztem Trichter geleert und am Liebig schen 
Kiihler die Destillation des Ammoniaks sofort vorgenommen. 
Als Absorptionsfliissigkeit diente eine halb normale Schwefel- 
siiure, als Indicator bei der folgenden Titration Methylorange. 
Zu erwihnen wire, dass die titrirte Schwefelsiiure mit der 
fortschreitenden Destillation einen intensiven Geruch annahm, 
der etwa an den des angebrannten Leims erinnerte, dabei 
aber stets klar blieb. 

Die Destillation war jedesmal so weit getrieben worden, 
dass das Fliissigkeitsvolumen im Kochkolben sich etwa um 
zwei Dritttheile vermindert hatte. Nun wurde das Absorptions- 
gefiiss entfernt und der Kiihler luftdicht mit) einem Natron- 
kalkrohr in Verbindung gesetzt, so dass der Fliissigkeitsrest 
in Erlenmeyer-Kolben unter volligem Abschluss der atmo- 
sphirischen Kohlensiiure erkalten konnte. Die Bestimmung 
der Kohlensiure wurde nun auf direkte Weise vorgenommen, 
so dass sie im Liebig’schen Kaliapparate aufgefangen wurde. 
Der gesammte Apparat hierzu bestand neben dem_ iiblichen, 
uusteigenden Kiihler aus einer Waschflasche mit concentrirter 
Schwetelsiiure gefiillt, hierauf folgte eine Waschflasche mit 
Kalitmpermanganatlésung, dann nochmals eine Waschtlasche 


mit concentrirter Schwefelsiure und ein U-Rohr mit Kupfer- 
vitriolbimsstein, an welches sich der Kaliapparat) anschiloss. 
Den Schluss bildete, wie gewohnlich, ein Natronkalkrohr. Zi, 
diesen besonderen Vorsichtsmassregeln bewog uns. einerseits 
die Befiirchtung, dass fliichtige organische Produkte, sowie 
Schwefelwasserstoff und schweflige Saure in den Kaliapparat 
gelangen konnten, andererseits musste ja neben Baryuin, stat! 
der iiblichen Schwefelsiiure, Salzsiiure als Kohlensiiure ent- 
bindendes Agens angewendet werden, daher das Kupfervitriol- 
bimsstemmrohr nicht entbehrlich war. Thatsichlich tiberzeugte 
uns auch der Augenschein, dass unsere Befiirchtungen wohl 
begriindet waren, Die erste Waschflasche, welche concentrirte 
Schwefelsiure enthielt, war nach durehgefiihrter Operation 
vollstiindig mit Schwefel erftilt, der von der Zersetzung des 
entbundenen Schwefelwasserstoffes herriihrte, und wies einen 
Geruch auf, der schwere Kohlenwasserstoffe erinnerte. 
Die zweite Waschflasche (Kaliumpermanganatlosung) hatte 
einen reichlichen Niederschlag von Mangandioxyd aufzuweisen, 
die concentrirte Schwefelsiiure der dritten Waschflasche jedoch 
war in allen Versuchsfiillen klar geblieben. Der Nachtheil, 
den dieses Waschtlaschensystem der Genauigkeit der Be- 
stimmung dadurch zufiigen konnte, dass die Kohlensiture in 
dem so gebildeten schiidlichen Raume in empfindlichem Mausse 
vielleicht) zuriickgehalten wurde, war durch griindliche 
Liiftung mittelst eines Gasometers wett zu) machen gesuclil 
worden. 


Die folgende Tabelle bringt eine Zusammenstellung der 
Resultate, 


| Angewandte | NH, | CO, 
 Substanzmenge 
1. | 7,1902 g | 275% 1,30% ) 
13.7408 g 2,88% 0,88°o |-E 
4, | 9,2846 ¢ | 3,01% | 0,97%o | 
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| | 
andte | NH, | CO, 
Substanzmenge | 
1. | 7.1902 g B,BB%o 1,740 
= 
2. | 6.9774 g 2.72% | 1,51% 
3. 2.4116 ¢ | 
4, | 6.0088 g | 2,849 
5. | 6.0544 g 2.86 %o JO 
In dieser Tabelle — es lehrt dies wohl der erste Blick 


— ist das Beweismaterial aufgestapelt fiir die Behauptung, 
dass die Einwirkung des Barythydrats auf das Eiweiss keine 
gleichmassige ist, wenigstens unter den Versuchsbedingungen, 
wie sie, analog denen Schtitzenbergers, in unserem Falle 
gegeben waren. Die ganz bedeutenden Differenzen in’ den 
Resultaten, namentlich in denen der Kohlensiiure, kénnen nur 
auf diesem Wege und keinem anderen ibre Erkliérung finden. 
Schon Nasse macht eine kurze Andeutung iiber diesen unregel- 
miissigen Reactionsverlauf. Auf Seite 593 des Pfliigerschen 
Archivs, Bd. VI, sagt er hiertiber: «Weiter kénnen zu geringe 
Werthe von Q (bekanntlich des in Form von Ammoniak aus- 
eeschiedenen Stickstoffs zum Gesammitstickstoff des unter- 
suchten Eiweisskorpers) entstehen dadurch, dass kleine Partien 
der Eiweissstoffe an den von der Fliissigkeit nicht benetzten 
Wiinden der Retorte hiangen bleiben, oder auch wohl kleine 
Kliimpchen sich mit einer undurchdringlichen Hiille von kohlen- 
saurem Baryt tiberziehen, und so die inneren Theile der Ein- 
wirkung des Barythvdrats entzogen werden. ... .» Dieser 
sefurchtung moéchten wir vielleicht nicht unbegriindeter Weise 
noch hinzufiigen, dass unter gewissen Umstiinden the:lweise 
eine unlosliche Baryumeiweissverbindung entsteht, denn der 
unlosliche Riickstand hatte in jedem Falle eine schmierige 
beschaffenheit, selbst nach dem sorgfiiltigsten Auswaschen bis 
zn Verschwinden der Barvumreaction, oft war er von Klumpen 
durchsetzt, und in einem Falle bildete der gesammte Riickstand 
ciner Caseinaufschliessung sogar ein compaktes, seifenartiges 
Stick, Zwei genau iibereinstimmende Resultate zu erzielen, 
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war also trotz der sorgfiltigsten Arbeit vollig unmodglich. Und 
dass die Fehlerquellen bei Mengen von 100 g_ lufttrockenem 
Eiweiss, wie sie Schiittzenberger anzuwenden pflegt, um so 
grosser sein miissen, liegt auf der Hand. 

Es eriibrigt nun noch, die Bestimmung der Oxalsiiure 
des Naheren zu beschreiben. Sie in der Fltssigkeit zu fiillen, 
welche nach der Bestimmung der Kohlensiiure zuriickgeblieben 
war, ging nicht mehr gut an, denn diese Fliissigkeit, urspriing- 
lich gelb gefiirbt, hatte sich unter dem Einflusse der Salzsiiure 
in der Wiarme zusehends dunkel, fast schwarz gefiirbt; entweder 
war eine Humificirung durch den oxydirenden Einfluss der Lutt 
bei Gegenwart von Salzsiiure eingetreten, oder es hatte der 
frei. gewordene Schwefelwasserstoff das Zinn, welches yon 
der Innenwandung des Digestors stammen konnte, in Form 
von Zinnsulftir niedergeschlagen. Es wurden daher separate 
Autschliessungen vorgenommen, um die Oxalsiiure zu bestimmen. 
Anfiinglich geschah dies in der Weise, dass der unlosliche 
Aiickstand abfiltrirt, gewaschen und mit einer Sodalisung 
ausgekocht wurde, nachdem er quantitativ vom Filter herunter- 
gespritzt worden war. Nun wurde filtrirt und das Filtrat mit 
Essigsiiure im Ueberschuss versetzt und die Oxalsiiure mil 
Chilorcalciumldsung in der Hitze gefillt; der erhaltene Nieder- 
schlag wurde nun nochmals mit Sodalosung gekocht und die 
ganze Procedur der Oxalsiiurefiillung wiederholt. Der Nieder- 
schlag wurde bis zur Gewichtsconstanz gegliiht und als Ca 
gewogen. Thatsiichlich wurde auf diese Weise je eine Be- 
stimmung im Albumin und im Casein durchgefiihrt. Die 
Resultate waren folgende: 

Angewandte Substanzmenge Albumin: 3,446 g. 
CaO = 0,017 g = 0,02732 g C,H,0, = 0,79°/o C,H,0,. 
Angewandte Substanzmenge Casein: 9,991 g. 
CaO = 0,0232 g = 0,03728 g C,H,O, = 0,37°/o C,H,0,. 

Diese Resultate sind erheblich kleiner als die Schtitzen- 
bergerschen. So findet er beispielsweise im Albumin unter 
den gleichen Verhiiltnissen: 3,4 g BaC,O, per 100 g, ent- 
sprechend einer Menge von 1,36°/o CJH,O,. Dass wir aber 
auf die yon uns gewonnenen Zahlen keinen allzu  grosset 
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Werth legen konnen, wird durch den Umstand gerechtfertigt 
erscheinen, dass das Aussehen des Niederschlages und die 
Schwierigkeit seiner Isolirung von beigemengten, dunkel ge- 
fiirbten, organischen Substanzen, sowie das Schiiumen der nie 
ganz klar zu bekommenden Fliissigkeit, in welcher die Oxal- 
siiure zur Fallung gebracht werden musste, dass alle diese 
Umstiinde in uns den Wunsch rege machten, einmal die Oxal- 
siiure thatsiichlich zu Gesicht zu bekommen. dieser 
Wunsch brachte uns in der Folge auf ein sehr merkwiirdiges 
Resultat. Wir fanden niimlich, dass der Niederschlag, der als 
oxalsaurer Kalk angesprochen worden war, bei einer qualitativen 
Priiftung nur sehr geringe Mengen, ja fast nur Spuren von 
Oxalsiiure enthiilt. 

Diese qualitative Priifung wurde folgendermassen  vor- 
genommen: Der unlosliche Riickstand von der Aufschliessung 
wurde in verdiinnter Salzsiiure gelOst, abfiltrirt und das Filtrat 
mit Petroliither, der aus dem kiiuflichen, durch fractionirte 
Destillation unter 60° gewonnen worden war, gut ausge- 
schiittelt, um etwa vorhandene Fettsiiuren in L6sung zu bringen. 
(Da keinerlei Litteraturangaben tiber die Loslichkeitsverhiltnisse 
der Oxalsiure in Petroliither aufzufinden waren, wurde in 
einem aliquoten Antheile einer circa normalen OxalsiiurelOsung 
der Gehalt an C,H,O, durch Titration mittelst ciner gestellten 
n-Kalilauge festgestellt und hierauf ein zweiter aliquoter An- 
theil mit Petroliither von der gleichen Qualitiit durch liingere 
Zeit und wiederholt ausgeschiittelt. Der Oxalsiiuregehalt hatte 
sich dadurch — wie die nun folgende Titration zeigte -—- um 
nichts veriindert. Die Oxalsiiure ist daher im Petroliither als 
unloslich zu betrachten, was auch durch weitere, analog ge- 
tiihrte Versuche bestiitigt wurde). Das mit Petroliither griindlich 
ausgeschiittelte Filtrat wurde nun mit Ammoniak neutralisirt, 
Exsigsiiure im Ueberschuss hinzugesetzt und die vermeintliche 
Oxalsiiure durch Chlorealciumlésung gefiillt, der Niederschlag 
nochmals in Salzsiiure geljst und wiederum gefallt. Der nun 
resultirende Niederschlag wurde auf einem tarirten Filter ge- 
sammelt, bis zum Verschwinden der Salzsiiurereaction ge- 
Waschen und bei 100° bis zur Gewichtsconstanz getrocknet. 
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Wir erhielten so in einem Falle im Casein folgendes Re- 
sultat: 
Angewandte Substanzmenge: 10,0563 g. 
C,0,Ca +- H,O = 0,0384 g = 0,23°/0 C,H,O,. 

Dieser als oxalsaurer Kalk gewogene Niederschlag wurde 
nunmehr in Salzsiiure gelOst und durch Schiitteln mit reichlichen 
Mengen von Aether, der sorgfiiltig gereinigt war, die Oxalsiiure 
zu extrahieren versucht. Hierbei wurden, wie bereits erwiilnt, 
stets nur sehr geringe Mengen, ja fast nur Spuren von Oxal- 
siiture Substanz abgeschieden. Selbst der unlosliche Aul- 
schliessungsriickstand von je 100g Casein und Albumin lieferte 
nach dem gleichen Verfahren nur Spuren von Oxalsiiure. 

Um punkto Loslichkeit der Oxalsiiure in Aether vollige 
Klarheit schaffen, wurden analoge Versuche durchgefiihrt, 
wie sie frither betreffs der Unloslichkeit der Oxalsiiure in 
Petroliither unternommen worden waren. Hierbei zeigte sich, 
dass beim Wiederholen des Ausschiittelns mit Aether die 
Mengen der Oxalsiture in) der wiisserigen Losung rasch um 
Vieles geringer wurden, oline dass es jedoch gelang, die Oxal- 
siiure der wiisserigen Losung durch Aether vollstiindig zu 
entzichen. Kann demnach gegen diese Methode, auf Oxal- 
siture zu priifen, auch eingewendet werden, dass die Oxalsiiure 
nur schwer und nur zum Theil in den Aether tibergeht, so 
heweist sie doch mit hinliinglicher Sicherheit, dass es sich in 
jedem Falle doch nur um geringe Mengen von Oxalsiiure 
handeln kann und diese Mengen ganz erheblich hinter jenen 
zuriickbleiben, welche Schiitzenberger angibt. 
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Im ersten Theile dieser Abhandlung hatten wir an der 
Zahlentabelle, welche uns die quantitativen Aufschliessunge! 
der Eiweissstoffe mittels Barythydrats geliefert) hatten, dic 
Thatsache illustrirt, dass im = Einklange mit den Beobach- 
tungen, die schon Nasse gemacht hatte, der Aetzbaryt ein 
fiir quantitative Untersuchungen der Eiweissstoffe nicht geelg- 
netes Zersetzungsinaterial sei. Selbst die bekannte Annahme, 
dass der Aectzbaryt beim Abdestilliren der 


keit, behufs Gewinnung des gebildeten Ammoniaks, einen 
weiteren Zerfall von Amidokérpern bewirke. koénnte kaum 
ausreichen, um die bedeutenden Differenzen in den Ammoniak- 
resultaten zu erkliiren, abgesehen von den tiberaus auffilligen 
Abweichungen in den Resultaten der Kohlensiiurebestimmungen. 
Resultate von befriedigender Uebereinstimmung waren demnach 
mit seiner Hilfe nicht zu erzielen. Und so wurde denn das 
Kalihvdrat zur Aufschliessung herangezogen, um die Grund- 
lagen der Schtitzenbergerschen Theorie, d.i.die Menge an 
Ammoniak, Kohlen- und Oxalsiiure, wie sie sich bei der 
alkalischen Spaltung der Eiweissstoffe entwickeln, einem 
niiheren Studium unterwerfen zu koénnen. 

Die Anordnung der zu diesem Zwecke durchgetiihrten 
Versuche war in der Weise getroffen worden, dass zur Be- 
stimmung eines jeden dieser drei Koérper eine separate Auf- 
schliessung vorgenommen wurde, Ca. 3 g Casein!) wurden mit 
300 com. einer 10°/oigen Kalilauge in einem Erlenmevyer- 
Kolben durch zwolf Stunden am Riickflusskiihler mit Hilfe eines 
Wasserbades erhitzt, und das Ammoniak sodann am umge- 
legten Kiihler abdestillirt. Zur Vermeidung eines jeden Ver- 
lustes an Ammoniak trug der Riickflussktihler einen Schrétter- 
schen Exsiccatorenaufsatz, der 5 ccm. einer genau titrirten, 
halbnormalen Schwefelsiiure enthielt. Das Abdestilliren des 
Ammoniaks wurde in jedem Falle so weit getrieben, dass der 
Boden des Kolbens nur von einer diinnen Fliissigkeitsschichte 
noch bedeckt war, und ein weiteres Erhitzen die Integritiit 
des Kolbens jedenfalls gefiihrdet hiitte. Als Absorptions- 
fliissigkeit diente wie in den fritheren Fiillen eine halb nor- 
male Schwefelsiiure, als Indicator Methylorange. Nicht 
unerwiihnt soll bleiben, dass die | Schwefelsiiure, wie — bei 
den Operationen mit Barythydrat, einen intensiven, unange- 
nehmen Geruch erlangte sowie, die Absorption des Ammoniaks 


1) Da es sich in diesem Falle nur um Verhiiltnisszahlen handelte, 
wurde das zeitraubende Trocknen des Caseins bis zur Gewichtsconstanz 


weggelassen, obzwar es im ersten Theil der Arbeit vorgenommen worden 
War. 
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fortschritt. Es wurden nun folgende Resultate von befriedigender 
Uebereinstimmung gleich nacheinander erzielt!) : 


Angewandte Substanzmenge Casein: NH, 
1, 3.0074 3,58 
3.0116 g 3,43 %o. 


Zur Kohlensiiturebestimmung wurden ca. 10 g lufttrockenen 
Caseins mit 200 ccm. einer 50° cigen Kalilauge durch 12 Stunden 
am Wasserbade in einem Erlenmeyer-Kolben erhitzt, der 
ein Bunsen sches Ventil trug, um den Zutritt der atmosphiiri- 
schen Kohlensiiure abzuhalten, Die Kohlensaiure wurde sodann 
mit derselben Apparatur wie im ersten Theile unserer Arbeit 
direkt bestimmt: vorher war jedoch der Kohlensiuregehalt 
der Zersetzungslauge auf genau dieselbe Weise ermittelt 
worden. Auch geschah die Entnahme der Kalilauge mittelst 
einer Hebervorrichtung, wie sie bei Flaschen, deren Inhalt 
vor dem Zutritt der atmosphiirischen Kohlensaure geschiitzt 
werden soll, als Verschluss tiblich ist. Zur Entbindung der 
Kohlensiiure wurde an Stelle der friiheren Salzsiiure nun 
Schwefelsiiure verwendet, wodurch das U-Rohr, mit Kupfer- 
vitriol-Bimsstein geftillt, entbehrlich geworden war, und der 
Liebig’sche Kaliapparat seinen Anschluss direkt an die 
zweite Waschflasche mit) concentrirter Schwefelsdiure erhicit. 
Es resultirten folgende zwei Zahlen : 


Angewandte Substanzmenge Casein: CO, 
1, 09,9932 ¢ 1,02°)0 
2. 9.9986 g 1,08) 


Es eriibrigt nun mehr noch, die Bestimmung der Oxal- 
siiure zu besprechen, 10 g lufttrockenes Casein wurden mit 
200 ccm. einer 50° /oigen Kalilauge durch 12 Stunden am Wasser- 
bade erhitzt, nach dem Abkihlen verdiinnter Salzsiure 
neutralisirt, mit} Ammoniak  versetzt, erwiirmt und vom 
entstandenen Niederschlag, der sich hauptsiichlich aus der 
Kieselsiiure des Kolbenglases zusammensetzte, abfiltrirt. Nun 
wurde Essigsiiure im  Ueberschuss  hinzugefiigt und die 

1) Fs ist von Interesse, dass die Ammoniakresultate, welche 
Hausmann durch eine Siiurespaltung des Caseins erhilt, viel niedrizer 
sind. (Siehe Zeitschrift f. physiol. Chem. Bd. XXIX.) 


— 


Fliissigkeit mit Chlorcalciumlésung versetzt, der entstehende 
Niederschlag nach dem Abfiltriren in verdiinnter Salzsiiure 
neuerlich gelOst und die Lésung mit Petroliither, der aus dem 
kiiuflichen durch fractionirte Destillation bei 60° gewonnen 
worden war, mehreremale ausgeschiittelt. Hierbei zeigte sich, 
dass der Petrolither gegeniiber den organischen Verunreinig- 
ungen, welche die Fliissigkeit dunkel fiirbten, als Extractiv- 
mittel wirkte, denn die Fliissigkeit hatte nach dem Ausschiitteln 
stets eine klare, weingelbe Farbe. Nun wurde die freie Salz- 
siiure durch Ammoniak abgestumpft, das Ganze mit Essig- 
siiure versetzt und durch Chlorcalcium die Oxalsiure in der 
Hitze zu fillen versucht. Der angestrebte Zweck wurde jedoch 
in keinem der wiederholten Fille erreicht: die Fliissigkeit 
triibte sich zwar auf den Zusatz des Chlorcalciums, oder sie 
liess auch sofort einen flockigen, schmutzig braun gefiirbten 
Niederschlag fallen, wurde aber weiter erhitzt,so trat an Stelle 
des erstrebten Kornigwerdens des Niederschlages ein Verkohlen 
desselben ein, und dies bei einer Temperatur, die unter der 
Kochhitze der Fliissigkeit lag und nur ein allmiihliches Ver- 
dunsten des Wassers zu bewirken im Stande war. Von der 
quantitativen Bestimmung der Oxalsiiture konnte also auf 
keinen Fall die Rede sein. Es war vielmehr eine organische, 
schmierige Kalkverbindung, die zum Herausfallen gebracht 
worden war. Ebenso wenig kann beim Zersetzen des Caseins 
durch Kalilauge von einem <Auftreten Oxalsiiure in 
bemerkenswerther Menge die Rede sein; ihre Bildung kann 
hochstens spurenweise vor sich gehen. 

Angesichts dieser Thatsache miissen wir nun auf das 
Verhiiltniss zwischen der Menge an Kohlensiiure und Ammoniak, 
wie sie sich bei der Spaltung des Caseins durch Kalilauge 
bilden, zuriickgreifen. Im Harnstoff betrigt dieses Verhiiltniss 
1,28 (jy). In unserem Falle sind 0,28 und 9,31 die be- 
treffenden Verhiiltnisszahlen, welche uns einen Fingerzeig 
uber das Vorkommen der Harnstoffgruppe im Eiweissmolekiil 
geben sollen. Dass sie diese Aufgabe nicht erfiillen, — tritt 
augenscheinlich zu Tage. 

Harnstoff und Eiweissmolekiil in ihrem wechselseitigen 


Zusammenhange zu studiren, war und ist ein Problem, das 
in Folge seines hohen, nicht nur chemischen, sondern auch 
physiologischen Interesses eine Reihe Forscher, von Béchamp 
bis Drechsel lebhaft beschaftigte. Wir haben uns_bemiiht, 
unseren bescheidenen Antheil zur Loésung dieser Frage 
insofern beizutragen, als wir den Werdegang der Theorie 
Schiitzenberger s klar zu beleuchten versuchten und die 
Sonde der Priifung an die Zuverliissigkeit jener Zahlen legten, 
welche das Material zum Aufbau des Schititzenberger’ schen 
Lehrgebiiudes bildeten. Auf Grund dieser Priifung war es 
uns jedoch unmoglich, einen genauen, quantitativen Ausdruck 
fiir das Vorhandensein der Harnstoffgruppe im Eiweissmolekiile 
zu gewinnen. Weder gelang dies mit Hiilfe der Zersetzungs- 
produkte, wie sie durch Einwirkung von Barythydrat auf 
Proteinstoffe entstehen, noch durch das Studium der Spaltung 
des Complexes mit Hilfe von Kalilauge. Namentlich in diesem 
letzteren Falle war das Verhiltniss von Kohlensiiure zu 
Ammoniak ein von der theoretischen Grésse nur allzu weit 
entferntes. Oxalsiiure hatte sich in beiden Fillen héchstens 
nur spurenweise gebildet, ein Umstand, der mit der Annalime 
Schiitzenberger’s tiber das Vorhandensein der Oxamidgruppe 
im Kiweisskerne nicht im Einklange steht. 


Unsere niichste Aufgabe soll es nun sein, die tibrigen 
Spaltungsprodukte des Eiweisskernes, wie sie sich bei der Zer- 
setzung durch Alkalilaugen bilden, zu isoliren und einem niaheren 
Studium zu unterwerfen, wobei die interessanten Glycoproteide 
Schiitzenberger’s nicht ausser acht gelassen werden sollen. 


Ueber die Losung der Harnsaure durch Nucleinsdure 
und Thyminsaure. ‘) 
Von 


Dr. Motonosuke Goto. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 29. Juli 1900.) 


Im Jahre 1893 machte A. Kossel?) die Beobachtung, dass 
die Nucleinsiiure im Stande ist, sich mit einer gewissen Menge 
von Adenin, Hypoxanthin oder anderen Purinbasen, welche 
ihrer LOsung zugefiigt werden, zu vereinigen. Fiigt man zu 
einer Nucleinsiurelosung eine kleine Menge dieser Basen hinzu, 
so werden dieselben durch die Nucleinsiiure in einen Zustand 
iibergettihrt, in dem sie gewisse Fillungsreactionen, die ihnen 
im freien Zustand zukommen, eingebiisst haben: sie sind z. b. 
durch ammoniakalische Silberl6sung nicht mehr [illbar. Nach- 
dem A. Kossel sodann in Gemeinschaft mit A. Neumann 
durch Abspaltung der Nucleinbasen aus der Nucleinsiiure die 
Thyminsiiure gewonnen hatten,*) fanden sie die gleiche Eigen- 
schaft bet der Thyminsiiure wieder. Diese Beobachtungen 
geben eine Erklirung dafiir, dass aus Organextracten, welche 
Nucleinsiiure oder Thyminsiiure enthalten, nicht die ganze 
Menge der Nucleinbasen durch die gebriiuchlichen Fillungs- 
mittel zu gewinnen ist. 

Diese Thatsachen haben die Veranlassung zu den fol- 
genden Untersuchungen gegeben. Bei den engen chemischen 
Bezichungen der Purinbasen zu der Harnsiiure lag es nahe, 
das Verhalten der Harnsiiure zu der Nucleinsiiure und Thymin- 
siiure zu priifen. Ich habe diese Priifung auf Veranlassung 
des Herrn Professor A. Kossel unternommen; dieselbe hat 
ein ganz besonderes biologisches Interesse, da die Frage nach 


1, Vorliufig mitgetheilt in den Sitzungsberichten des Vereins fir 
die Beforderung der gesammten Naturwissenschaften in Marburg. Sitzung 
vom 6. April 1900. 

2, E. du Bois-Reymonds Archiv fiir Physiologie 1893, 5. 164. Anm. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 74. 
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den Mitteln, durch welche die Harnsiéure in den Organen in 
Losung gehalten wird, fiir physiologische pathologische 
Erwiigungen sehr bedeutungsvoll ist. 

Die zuniichst angestellten Versuche, welche sich auf die 
Ausfiillung der Harnsiiure durch Ammoniumcehlorid und durch 
Silbernitrat bezogen, schienen der Annahme einer Verbindung 
nicht giinstig zu sein. Als Beispiel gebe ich folgenden Versuch: 

Kine Losung von Harnsiiure wurde in drei gleiche Theile 
von je 100 cem. getheilt. Der erste Theil (a) diente direkt 
zur Bestimmung des Harnsiiuregehalts, der zweite Theil (b) 
wurde mit 0,5 g Hefenucleinsiiure, der dritte Theil (c) mit 
0,5 g Thymusnucleinsiiure versetzt. In allen drei Portionen 
wurde eine Harnsiiurebestimmung nach Hopkins in folgender 
Weise ausgefiihrt: 

In 100 cem. der Fliissigkeit wurden 30 g Salmiak in 
der Kiilte gel6st. Die Anfangs triibe Fliissigkeit klarte sich 
beim Stehen, wiihrend das Ammonurat sich absetzte. Der 
abfiltrirte und mit gesiittigter SalmiaklOsung gewaschene 
Niederschlag wurde mit Wasser erhitzt und mit einigen Cubik- 
centimetern concentrirter Salzsiiure versetzt. Das Voinmen 
der Fliissigkeit betrug 20—30 com. Die beim Erkalten aus- 
geschiedene Harnsiiure wurde nach mehrstiindigem Stehen aul 
gewogenem Filter gesammelt und gewogen. Fir je 15 ccm. 
Mutterlauge ziithlte ich nach Hopkins der gewogenen Harn- 
siure 1 mg zu. 

Die Untersuchung ergab folgende Resultate: 

a) Ohne Zusatz: 
100 ccm. Flissigkeit enthielten: 


Versuch 0.3385 g Harnsiure, 
> SI... .  » 


b) Zusatz von 0,d g Hefenucleinsiiure : 
100 ccm. Fliissigkeit ergaben: 
Versuch | . . 03215 g Harnsiure, 
> s « > 
c) Zusatz von 0,5 g Nucleinsiiure aus Thymus: 
100 ccm. Fliissigkeit ergaben: 
Versuch IT. . . . 0.3095 g Harnsiure, 
> 0.3119 g > 


— 


Die Ausfillung der Harnsiture wird somit zwar in er- 
kennbarem, doch immerhin recht geringem Maasse durch die 
Nucleinsiiure und das Nuclein behindert. 

In ganz anderer Weise tritt die Einwirkung der Nuclein- 
siiure hervor, wenn man die Fiillung der Harnsiiure oder des 
sauren harnsauren Natrons durch Siiuren in Betracht zieht. 
Ich fiihre zunichst eine Versuchsreihe an, bei welcher die 
Abscheidung der Harnsiiure durch Salzsiiure hervorgerufen 
wurde. Die Versuchsanordnung der ersten Reihe war folgende : 
je 0,05 g Harnsiiure wurde unter Zusatz einer sehr geringen 
Menge Natronlauge in Wasser gelést und die Lésung auf 
50 ccm. aufgefiillt. Ich bereitete drei solcher L6sungen und 
fiigte zu der ersten Lésung thyminsaures Natron?) hinzu, 
welches durch Doppelzersetzung aus 0,5 ¢ thyminsaurem Baryt 
sewonnen war, zu der zweiten 0,5 g Witte-Pepton, die dritte 
blieb ohne Zusatz. Sodann wurden alle drei L6sungen mit 
je einem Cubikcentimeter concentrirter Salzsiiure gefiillt. Nach 
24 Stunden wurde der Niederschlag auf gewogenem Filter ge- 
sammelt und gewogen. Eine zweite Versuchsreihe stellte ich 
in gleicher Weise mit 0,2 g Harnsiiure an. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 


Fillung der Harnsiiure durch Salzsiiure. 


50 cem. Wasser, 1 ccm. concentrirte Salzsiéure. 


Zeit, bis zur In Lisung 
Angewandte pijtration gebliebene 
geschiedene |Harnsaure in 


Zusatz Harnsiure- | des Nieder- 
menge schlages, eon der Gesammt- 

Stunden 
Thyminsaures Natron .. 0,05 2+ 0.0012 | 97,6 
Witte-Pepton 0.6 ¢....) O05 | 24 | 31,0 
Ohne Zusatz........ 605 00880 | 24.0 

| | 

Thyminsaures Natron .. | 0,2 0.0996 | 50.2 
Witte-Pepton. ....... | 0.2 96 | 01756 | 12.2 
Ohne Zusatz........ 02 9 | 01860 | 7.0 


1) Vgl. A. Kossel und A. Neumann, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 
Seite 74, 
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Es ergibt sich, dass die Thyminsiéure ein betriichtliches 
Losungsvermogen fiir Harnsiiure besitzt. 

Um die Versuchsbedingungen denen des thierischen 
Korpers ihnlicher zu gestalten, benutzte ich bei den folgenden 
Versuchsreihen nicht Salzsiiure, sondern Kohlensiiure zur Aus- 
fiillung. Das ausgeschiedene saure harnsaure Natron liste ich 
wiederum in Natronlauge und fallte es mit Salzsiure. 

Die Einzelheiten der Versuche sind aus der folgenden 
Tabelle zu ersehen: 


Fillung der Harnsiiure durch Kohlensiure. 


(100 ccm. Wasser, eine Stunde Durchleitung der Kohlensiiure.) 


An- Zeit bis In Lisung 
gewandte| zur Fil- Ausge- ager 
Harn- !tration des} schiedene in 
Zusatz siure- | Natrium- Harnsaure Procenten 
menge urats ing | ne 
in g Stunden harnsaure 
Versuch | Nucleinsaures Natron 0,2 72 0,009 95.5 
| aus Hefe 0,25 g 
_Nucleinsiure aus Thymus 
| 0,25 g 0,2 72 0 100.0 
Ohne Zusatz 72 0.0818 59.1 
Versuch IL Nucleinsaures Natron (),4 48 0.1315 67,1 
| aus Hefe 0,5 g l | 
Nucleinsiiure aus Thymus) 0,4 48 0,0004 99.9 
| 0.5 g | | 
| Ohne Zusatz 0,4 48 0,2868 285 
Versuchlll Nucleinsaures Natron | 0,6 |. 48 0.3177 474 
| aus Hefe 0,5 g | 
Nucleinsaure aus Thymus 0,6 48 0.1971 | 67.2 
0,5 g | 
Ohne Zusatz 06 48 0,5064 | 15,6 


Somit wird unter geeigneten Bedingungen fast die ganze 
Menge der Harnsiiure durch Nucleinsiiure in Losung gehalten. 
Ist das Verhiiltniss zwischen Nucleinsiure oder Thyminsaure 
einerseits und der Harnsiiure andererseits ein giinstiges, S° 
wird die Ausscheidung der Harnsiiure, falls sie tiberhaup' 
eintritt, erheblich verzogert. 
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Diese Versuche stellen in der Nucleinsiiure einen harn- 
siureldsenden Factor fest, welcher in den Geweben stets zu 
Gebote steht. Inwiefern dieser Factor bei den complicirten 
Verhiiltnissen des Korpers zur Wirkung kommt, das ist eine 
weitere, bisher nicht geléste Frage. Vor Allem werden sich 
weitere Untersuchungen mit der Moglichkeit beschiiftigen miissen, 
ob dieser Factor auch in therapeutischer Hinsicht zu verwerthen 
ist. Hier wiirde zuniichst nicht die Nucleinsiiure in Betracht 
kommen, sondern die Thyminsiiure. Erstere ist eben ein mit 
den Koérpern der Puringruppe bereits beladener Atomcomplex: 
um diese vielleicht selbst Harnsiiure bildenden, also schiidlichen, 
Gruppen zu entfernen, ist es nothig, sie vorher von den locker 
gebundenen Basen zu befreien, mit anderen Worten, sie in dic 
Thyminsdure tberzufthren. Man wiirde in der Thyminsiiure 
dem Organismus eine Atomgruppe zufiithren, welche nicht nur 
die Basen der Harnsiéuregruppe, sondern auch die Harnsiiure 
selbst bindet und in Lésung hiilt. 


Ueber die Gahrung der Pentosen. 
Von 


E. Salkowski. 


(Aus dem chem, Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am 1. August 1900.) 


Nach den tibereinstimmenden Beobachtungen zahlreicher 
Autoren — ich nenne Ebstein, Cremer, Tollens und vor 
Allem Jaksch —, auf welche ich hier wohl nicht im Einzelnen 
einzugehen brauche, steht es fest, dass von eingegebenen 
Pentosen zwar der grésste Theil, augenscheinlich durch Oxy- 
dation, im Organismus verschwindet, ein nicht unerheblicher 
Theil aber unveriindert im Harn erscheint, ja, dass selbst 
nach kleinen Gaben von Pentosen Reste davon Harn 
zu finden sind. Dies gilt) nicht allein fiir den Menschen, 
sondern, wie ich gelegentlich festgestellt habe, auch fiir den 
Pilanzenfresser (Kaninchen). Dem gegeniiber ist es auffallend, 
dass der Harn der Pflanzenfresser, welche so grosse Mengen 
von Pentosen bezw. ihrer Anhydride aufnehmen, so dussers! 
arm an Pentosen, ja fast frei davon ist. Wenn diese Er- 
scheinung sich auch zum grossen Theil dadurch erkléiren mag, 
dass die Pentosane unveriindert durch den Darmkanal aus- 
geschieden werden, und auch nicht zu verkennen ist, dass «ie 
Bedingungen fiir die Oxydation von Pentosen, welche etwa im 
Darm aus Pentosanen entstehen, giinstiger sind, als bei bin- 
fiihrung in den Magen — es macht natiirlich einen Unter- 
schied, ob die Pentosen in dem Maasse, wie sie aus den Pento- 
sunen entstehen, resorbirt werden oder ob griéssere Menget 
davon auf einmal in den Magendarmkanal eingefiihrt werden —. 
so liegt doch der Gedanke sehr nahe, dass die Pentosen zum 
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Theil durch Géahrungsvorgiinge im Darm zersetzt werden 
kOnnten und gar nicht zur Resorption gelangen. 

Ueber die Giihrung der Pentosen ist wenig bekannt. 
Als feststehend gilt, dass sie der Alkoholgihrung durch 
Hefezellen nicht zugiinglich sind, ausserdem liegt meines 
Wissens nur eine kurze Bemerkung hieriiber von Tollens!) 
vor. Tollens sagt in einer Anmerkung zu einer Mittheilung 
von ihm und y. Feilitzen tiber Giihrungsversuche mit Tort: 
-Neuere von Herrn Schone im agricultur-chemischen Labora- 
torium in Géttingen mit Biertrebern und mit Jute angestellte 
Giihrungsversuche haben ebenfalls Zersetzung der sogenannten 
Pentosane der eben genannten Materialien, und zwar besonders 
unter Bildung von Siiuren gezeigt. Niiheres hoffen wir bald 
mitzutheilen.» Tollens bezieht sich dabei auf eine mir‘nicht 
zugiingliche Mittheilung von Cross und Bevan, nach welcher 
die Stoffe der Biertreber, welche beim Destilliren mit Salzsiiure 
Furfurol geben, zum grossen Theil und zuweilen  vollstindig 
durch die Giihrung mit Hefe zersetzt werden. 

Tollens ist, soweit mir bekannt, nicht mehr auf den 
Gegenstand zuriickgekommen und, soviel ich weiss, liegt auch 
von anderer Seite keine Mittheilung hieriiber vor, namentlich 
nicht tiber die, mich im Hinblick auf das Verhalten der Pentose 
im Thierkérper interessirende, Frage, wie sich die Pentosen 
den Faulnissbacterien gegeniiber verhalten.?) Es fragt sich, 
ob sie tiberhaupt zersetzt werden und welche Produkte sie 
bilden. Bei Anstellung von Versuchen hieriiber, welche auch 
im Hinblick auf die Frage der Moglichkeit der Alkoholbildung 
aus Pentosen als technisches Problem von Interesse waren, 
schien es mir, da die Pentosen biologischen Vorgiingen gegen- 
liber augenscheinlich resistenter sind, als die Hexosen, noth- 
wendig, die Bedingungen fiir die Fiiulnisszersetzung so giinstig 
wie moglich zu gestalten, d. h. eine Mischung zu wiihlen, in 
welcher sich eine erhebliche Quantitiit eines sehr fiiulnissfaihigen 

1) Ber. der deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXX, 38. 2577. 

*, Beziiglich einer spiiter mir bekannt gewordenen Mittheilung 
siche weiter unten. 
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Eiweissmaterials bei Gegenwart von Alkali in vollster Fiéulniss 
befand, und dieser Mischung die Pentose hinzuzusetzen. Durch 
diese Versuchsanordnung erschwerte ich mir allerdings, wie 
mir nicht entgehen konnte, meine Aufgabe nach einer Richtung 
hin sehr. Das Eiweiss selbst liefert bei der Féaulniss so 
erhebliche Quantitiiten von Siéuren, namentlich — fliichtigen 
fetten Siituren, dass wohl noch Aussicht war, durch quantitative 
Bestimmungen zu ermitteln, ob die Pentosen tiberhaupt fliichtige 
fette Siiuren liefern, aber nur geringe Aussicht, die Natur 
dieser Siiuren niher festzustellen. Auch beziiglich der etwa 
gebildeten nichtfliichtigen Siiuren brachte diese Versuchs- 
anordnung eine Erschwerung. Dennoch habe ich fast alle 
Versuche nach dieser Versuchsanordnung angestellt, weil es 
mir in erster Linie darauf ankam, festzustellen, ob die Pentosen 
zersetzt werden und ob sie Alkohol lefern, die Feststellung 
der Natur der fltichtigen Siituren erst in zweiter Linie in be- 
tracht kam. 

Was die Wahl der Pentosen betrifft, so kamen natur- 
gemiiss nur die leicht zu beschaffenden, die ]-Arabinose und 
Il-Xvlose, in Betracht. Aus einem bestimmten Grunde 
ich beide Pentosen gleichzeitig zur Untersuchung herangezogen. 
Ich habe frither gefunden, dass Hungerkaninchen nach Eingabe 
von Arabinose eine mitunter recht erhebliche Anhiéufung von 
Glycogen in der Leber zeigen,!) wiihrend die Xylose nach 
Versuchen von J. Frentzel?) ganz unfiihig ist, eine Glycogen- 
bildung herbeizufiihren. Nun kann man es als durch die 
Untersuchungen von C. v. Voit und seinen Schiilern festgestelli 
ansehen, dass von den Hexosen nur den der alkoholischen 
Gihrung fiihigen das Glycogenbildungsvermégen zukommt, den 
nicht gihrungsfiihigen dagegen nicht. Es war denkbar, di=s 
sich etwas Aehnliches auch fiir die Pentosen  herausstellen 
konnte und so der Widerspruch aufgehoben werden konnite. 
welcher zwischen den Beobachtungen Frentzel’s und den 
meinigen dann besteht, wenn man beide einfach auf «Pentose! 
hezieht, 


1) Centralbl. f. d. m. W., 1893, S. 193. 
2) Pfliiger’s Arch., Bd. 56, 8. 273. 
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Bei der Untersuchung der gefaulten Fliissigkeit war es 
sehr sehwer, einen Gang einzuhalten, welcher alle in Betracht 
kommenden Gesichtspunkte in gleicher Weise beriicksichtigte, 
vollstiindig ist dieses auch nicht gelungen. Kleine Variationen 
finden sich ausserdem in den einzelnen Versuchen. Um dem 
Leser in dieser Beziehung ein Urtheil zu ermoiglichen, theile 
ich die Versuche siimmtlich kurz mit — den ersten etwas 
ausfihrlicher — und zwar aus einem bestimmten Grunde_ in 
derselben Reihenfolge, in welcher sie angestellt sind. 

Versuch | (Arabinose). 


Am 8. IX. 1899 wurden in einer Glasstipselflasche angesetzt: 
100 g feingehacktes Fleisch, 1 Liter Leitungswasser, 10 ccm. gesiittigte 
Natriumcarbonatlésung. Die Mischung reagirt nach starkem Umschiitteln 
alkalisch, sie kommt in den Thermostaten bei 40°. 

Am 9. IX. werden der stark faulig riechenden Mischung 5 g 
Arabinose hinzugesetzt, weiter digerirt. 

Am 11. IX. noch reichlich Arabinose vorhanden (kleine Proben 
der Mischung im siedenden Wasserbad erhitzt, das klare Filtrat gepriift). 

Am 13. IX. nur noch Spuren von Arabinose vorhanden. 

Am 15. IX. derselbe Befund; die Flasche aus dem Thermostaten 
genommen. Die Mischung reagirt sehr schwach alkalisch. 

Der Inhalt der Flasche wird in einen grossen Kolben entleert, 
derselbe mit Watte gut zugestopft und auf dem Wasserbad erhitzt: das 
geliste Eiweiss coagulirt gut aus. Nach dem Erkalten wird _filtrirt, 
nicht nachgewaschen. Das Filtrat wird auf 1100 ccm. aufgefiillt. 

1. N-Bestimmung: 20 ccm. erfordern 13,05 '5 Siure, fiir die ganze 
Fliissigkeit ergibt dieses 2,020 g N, etwa 60 g in Lésung gegangenem 
und zersetztem Fleisch entsprechend.!) 

2. Die ganze tibrige Fliissigkeit 10€0 ccm. in 2 annihernd gleiche 
Theile getheilt und destillirt. Von jedem Antheil werden ca. 15 ccm. 
abdestillirt und vereinigt =30 ccm. Das Destillat ist stark ammoniakalisch 
und riecht gleichzeitig nach Alkohol, zeigt Neigung, mit bléulicher Flamme 
zu brennen, gibt mit K,CrO, und SO,H, Griinfirbung, Aldehydgeruch, 
starke Aldehydreaction: ein mit ammoniakalisch-alkalischer Silberlésung 
getrankter Papierstreifen schwarzt sich sofort beim Einfihren in das be- 
treffende Reagensglas. Der von den Versuchen noch tbrige, bei Weitem 
grosste Theil dieses Destillates wird nach dem Ansiuern mit Oxalsaure 
destillirt, das sauer reagirende Destillat wird fractionirt, das bis 90° 
Uebergehende aufgefangen. 


1) Die N-Bestimmung ist selbstverstindlich nur approximativ, da 
Ammoniak verloren gegangen war, sie sollte nur zur Orientirung dienen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 31 
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3. Behufs quantitativer Bestimmung der gebildeten fliichtigen Siuren 
werden 100 ccm. der enteiweissten Faulfliissigkeit mit 50 ccm. verdiinnter 
Schwefelsiure (200 g aufgefiillt zu 1 Liter) versetzt, 125 ccm. abdestillirt, 
zum Riickstand 150 ccm. Wasser hinzugegeben und wieder 150 ccm, ab- 
destillirt. Das Volumen des gesammten Destillats betrug also etwa 
275 cem.; dasselbe wird auf 300 ccm. aufgefiillt, 100 ccm. mit '/+ Lauge 
titrirt. Erfordert 16.3 cem. Dieses ergibt fiir die 30 ccm. 3 163 
= 48,9 ccm., fiir die ganze filtrirte Faulfliissigkeit 48,9 & 11 = 537,9 cem. 
= 5,379 NaHO, entsprechend 8,069 g Essigsiure. Selbstverstindlich 
soll damit nicht gesagt sein, dass die fliichtige fette Saiure Essigsaéure war. 

Der Rest des Destillats = 200 ccm. wurde auf etwa noch darin 
enthaltenen Alkohol gepriift: das Destillat gibt Jodoformreaction, mit 
K,CrO, 50,H, Aldehydreaction; bei nochmaligem Destilliren riechen 
die ersten Tropfen nach Alkohol. Derselbe ist also unvollstaéndig ab- 
getrieben. Dies war zu erwarten und ist in dem ersten Versuch absicht- 
lich geschehen, um die erhaltene alkoholhaltige Flussigkeit nicht zu sehr 
zu verdiinnen. 

4. Ueber die Bearbeitung des Haupttheils der Faulfliissigkeit wird 
weiter unten im Zusammenhang berichtet werden. 


Versuch Il (Xylose). 


Am 29. IX. wird, wie in dem ersten Versuch, ein Gemisch yon 
100 ¢ Fleisch, 1 Liter Wasser, 10 g Natriumcarbonatlésung in den Thermo- 
staten gebracht bei 40°, 

Am 30. IX. ist die Mischung stark faulig. Es wurde ihr eine 
Losung von 5 g Xylose in wenig Wasser hinzugesetzt. 

Am 1. X. Xylosereaction sehr stark, am 2. X. sehr schwach, am 
3. X. Null. 

Die Mischung wird nun aus einer grossen Blechflasche destillirt. 
100 ccm. abdestillirt, das Destillat wird zur Bindung von H,S mit etwas 
Bleicarbonat geschiittelt, filtrirt, mit einigen Tropfen Schwefelsiaure an- 
gesduert, nochmals destillirt. Die ersten Tropfen dieses neuen Destillates 
riechen nicht nach Alkohol; indessen sind Spuren von Alkohol in den 
ersten Antheilen des Destillates durch die Jodoformreaction und Aldehyd- 
reaction nachzuweisen. Der Versuch, durch fractionirte Destillation 
Alkohol zu isoliren, verlief negativ. Zur Sicherung des Befundes von 
Spuren von Alkohol wurde das Destillat nach Zusatz von K,CrO, und 50,1, 
destillirt. Das Destillat gab mit Natronlauge Gelbfarbung und Aldehyd- 
harz, starke Silberreduction, intensive Reaction mit Nitroprussidnatrium, 
Natronlauge und Eisessig. 

Die in der Blechflasche befindliche Fliissigkeit wird in eine Schaale 
entleert, nachgespiilt, auf 1200 cem. aufgefiillt, dann filtrirt. 

1. N-Bestimmung. 20 ccm. erfordern 10,7 ccm. ‘*/s Siiure, fiir die 
ganze Flissigkeit ergibt dieses 1,798 g N. 
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2. Behufs quantitativer Bestimmung der gebildeten fliichtigen Sauren 
wurden 100 ccm. genau so wie im Arabinoseversuch verarbeitet. Das 
Destillat auf 300 ccm., 100 ccm. erfordern 49,2 ccm. Viertelnormalnatron. 
Daraus berechnet sich das fiir die ganze Quantitat erforderte Natron auf 
5,90 g entsprechend 8,85 g Essigsiure. 

3. Ueber die Verarbeitung des Haupttheils der Flissigkeit siehe 
weiter unten. 


Versuch Ill (Kontrollversuch). 


Eine ebenso angesetzte Mischung mit Fleisch ohne Pentosezusatz 
wird ebenso untersucht. 

Von der Mischung wurden 100 ccm. aus der Blechflasche ab- 
destillirt, wie im Versuch II verarbeitet; Alkohol daraus nicht isolirbar, 
aber durch Jodoformbildung und Aldehydbildung mit K,CrO, und SO,H, 
nachweisbar. Die riickstandige Fliissigkeit auf 1100 cem., filtrirt. 

1. N-Bestimmung in 20 ccm., erfordert 12,05 ccm. 'sSiiure; die 
ganze Flissigkeit enthielt demnach 1,856 g N (immer abgesehen von 
dem bei der Destillation iibergegangenen Ammoniak). 

2. 100 ccm. auf fliichtige fette Saure untersucht. Die ganze 
Fliissigkeit erfordert 3,52 g NaHO = 5,28 Essigsiure. 

3. Ueber die Verarbeitung der Hauptmenge siehe weiter unten. 


Versuch IV (Kontrollversuch). 


Ist eine genaue Wiederholung von III mit demselben Resultat. 
Die fliichtigen Sauren erfordern fiir die ganze Quantitiit berechnet 3,70 g 
NaHO = 5,55 g Essigsaure. 


Versuch V (Arabinose). 


Faulnissmischung angesetzt am 13. X. Am 14. X. volle Faulniss, 
5 g Arabinose hinzugesetzt. Bereits am folgenden Tage sind nur noch 
Spuren von Arabinose vorhanden. 

Die ganze Mischung wird aus einer grossen Blechflasche destillirt, 
zwei Antheile zu je 100 ccm. abdestillirt. 

1. Die ersten 100 ccm. mit etwas Bleicarbonat geschiittelt, filtrirt, 
mit SO,H, angesiiuert, destillirt, 30 ccm. aufgefangen, diese mit auf- 
gesetztem Linnemannschen Siederohr fractionirt, das bis 90° Ueber- 
gehende aufgefangen; das Destillat brennt mit blauer Flamme, gibt starke 
Jodoform- und Aldehydreaction. 

Die zweiten 100 ccm. gaben schwache Jodoform- und Aldehyd- 
reaction und wurden nicht weiter verarbeitet. 

2. N-Gehalt der ganzen Fliissigkeit — abgesehen von dem in den 


200 cem. Destillat enthaltenen Ammoniak — 1,571 g. 
3. Die fliichtigen Siuren der ganzen Fliissigkeitsmenge erfordern 
4.71 g NaHO = 7,075 g Essigsiiure. 
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Zur anniihernden Bestimmung der Menge des entstandenen 
Alkohols wurden die noch vorhandenen Reste — es war bei 
Weitem die Hauptmenge, da zu den Proben nur wenig ver- 
braucht war — aus Versuch | und V, beide aus Arabinose, 
vereinigt, gegliihtes Kaliumcarbonat hinzugesetzt, welches sich 
grosstentheils loste. Es bilden sich 2 Schichten, die obere 
Schicht wird mit dem Scheidetrichter abgetrennt und aus 
einem ganz kleinen Siedekélbchen mit Linnemann’schem 
Siederohr destillirt; etwas unter und bei 79° gehen 3,5 cei. 
Alkohol tiber. Zur Bestimmung des specifischen Gewichts 
wurden 2 ccm. mit einer genauen Messpipette abgemessen 
und in ein vorher bei 100° getrocknetes und gewogenes 
Wiigegliischen eintropfen gelassen. Das Gewicht des Alkohols 
ergab sich zu 1,6184 g. Somit betrug das specifische Gewicht 
QO,809 g, entsprechend fast 97°/oigem (Volumprocent) Alkohol. 
Es sind somit aus 10 g Arabinose, abgesehen von kleinen 
anderweitig verbrauchten Mengen, 3,5 g fast 97°/oiger Alkolol! 
erhalten worden. 

Es wurde nun zuniichst ein weiterer Versuch mit Xylose 
angestellt, um zu sehen, ob diese in der That im Gegensatz 
zur Arabinose keinen Alkohol liefert. 


Versuch VI (Xylose). 


Die Fiulnissmischung angesetzt 1. XI, am 2. XI. volle Fiiulniss. 
5 g Xylose hinzugesetzt. Schon am 3. XI. Xylosereaction sehr schwach. 
Am 4. XI. fast Null. 

1. Untersuchung auf Alkohol in 2 von der ganzen Mischung ab- 
destillirten Antheilen von 100 ccm. negativ, abgesehen von Spuren, 
welche sich auch in den Kontrollversuchen fanden. 

2. N in der ganzen Fliissigkeit 1,61 g (immer abgesehen von dem 
zuerst iibergegangenen Ammoniak). 

3. Die fliichtigen Séuren erfordern 4,811 g Natron, entsprechend 
7,216 g Essigsiure. 

Der Sicherheit halber wurde noch ein dritter Versuch 
mit Xylose angestellt. 


Versuch VII (Xylose). 


Derselbe ist eine genaue Wiederholung von VI, es wurde indessen 
nur auf Alkohol untersucht. — mit negativem Resultat. 


Nach den bisherigen Versuchen schien es also, dass die 
Xylose nur fliichtige fette Sauren liefere, die Arabinose ausser- 
dem Alkohol. Der niichste Versuch, welcher etwas anders 
angeordnet war, zeigte, dass dieses auch bei der Arabinose 
nicht constant der Fall ist. Das Abweichende in dem Versuch 
bestand darin, dass eine verdiinnte Fiiulnissmischung an- 
gewendet wurde, um die Quantitiit der vom Eiweiss gelieferten 
fliichtigen Siure herabzusetzen. 


Versuch VIII (Arabinose). 

Faulnissmischung angesetzt am 13. XI.. am 14. XI. volle Faulniss. 
Von der Mischung werden 100 cem. abgegossen, dazu 900 cem. Wasser, 
5 g¢ Arabinose und 2 ccm. Natriumcarbonatlésung hinzugesetzt; am 16. XI. 
Arabinosereaction nur noch spurenweise vorhanden. Reaction der 
Fliissigkeit stark sauer, sie wird mit Na,CO, schwach alkalisirt. 

1. Von der aus einer grossen Blechflasche destillirlen Mischung 
wurden 100 ccm. Destillat aufgefangen. Die Untersuchung dieses Antheils 
auf Alkohol hat ein ganz negatives Resultat. 

2. Die fliichtigen fetten Siuren erfordern im Ganzen 1,458 g NaHO 
= 2,187 ¢ Essigsiiure. 


Der Misserfolg beziiglich der Alkoholbildung in diesem 
Versuch konnte vielleicht davon abhiingen, dass die Fiiulniss- 
mischung nur !/10 so concentrirt war, wie bisher, es wurde 
daher noch ein weiterer Versuch angestellt. 


Versuch IX (Arabinose). 

Faulnissmischung wie gewOhnlich angesetzt am 7. XL, am 8. XI. 
volle Faulniss, 5 g Arabinose hinzugesetzt. Am 9. XI. starke Pentose- 
reaction, am 11. XI. Arabinose verschwunden. 

Es wird nur auf Alkohol untersucht, das Resultat war negativ, 


Ebenso negativ verlief ein 5. Versuch mit einer grosseren 
Quantitiit Arabinose. 


Versuch X (Arabinose). 


Fiiulnissmischung angesetzt am 13. XIL, am 14. XII. wurden ca. 
17 g Arabinose hinzugesetzi. An den folgenden Tagen starke Pentose- 
reaction, am 20. XII. nur nech geringe Pentosereaction, sehr starke saure 
Reaction; es wird Natriumcarbonatlésung bis zur schwach alkalischen 
Reaction hinzugesetzt. 

21. XII. immer noch etwas Pentosereaction. 25. XII. keine Pen- 
tosereaction. Ganz schwach saure Reaction. 

Die Untersuchung auf Alkohol hatte ein ganz negatives Resultat. 
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Gehen wir nun zur Besprechung der Ergebnisse iiber. 

1. Bildung von Alkohol. — Die Kontrollmischungen ent- 
halten nach Ablauf der Fiiulniss, wie es scheint, Spuren von 
Alkohol, mindestens machen die Reactionen der  Destillate 
dieses sehr wahrscheinlich. Diese Spuren mégen im Fleisch 
praformirt oder auch erst bei der Fiiulniss aus Kohlehydraten 
oder woraus sonst entstanden sein, diese Frage kann hier auf 
sich beruhen. Von diesen iiusserst geringen Spuren ist hier 
fiir die Beurtheilung der Frage, ob sich aus den Pentosen 
Alkohol gebildet hat, abzusehen. 

Aus Xylose ist in keinem Falle unzweifelhaft Alkohol 
erhalten worden, die Reaction auf Alkohol war vielleicht in 
einem Falle stiirker, als mit der Kontrollmischung, doch ist 
dieser Befund natiirlich ziemlich unsicher. 

Was die Arabinose betrifft, so enthilt das Destillat in 
2 Fiillen unter 5 relativ reichliche Mengen von Alkohol. Aus 
10 g Arabinose wurden schliesslich, nachdem verschiedentlich 
kleine Proben zu Reactionen und zum Versuch tiber Ent- 
flammbarkeit abgenommen waren, noch 3,5 ccm. Alkohol von 
fast 97 Volumprocent erhalten. Dabei ist der Alkohol nach- 
gewilesenermassen nicht ganz vollstandig abgetrieben worden. 
Man wird sicher nicht zu hoch greifen, wenn man_ die 
Quantitét des entstandenen Alkohols auf 40°/o veranschlagt. 
Wie ist es nun zu erkliiren, dass unter 5 Versuchen nur 2 
positiv waren, 3 giinzlich oder so gut wie ganzlich negativ? 
Gewiss ist dieser Befund, wenn es sich um den Nachweis einer 
chemischen Substanz handelt, welche in einem Laboratorium, 
wenn ich mich so ausdriicken soll, so verbreitet ist, recht 
misslich. Man wird natiirlich den Verdacht hegen, dass der 
Alkohol zufiillig hineingelangt ist; auch ich habe diesen Ver- 
dacht Anfangs nicht unterdriicken kénnen, bin aber doch zu 
der Ueberzeugung gekommen, dass er unbegriindet ist. Erstens 
ist es selbstverstiindlich, dass auf die Ausschliessung von 
Alkohol als Verunreinigung die iiusserste Sorgfalt verwendet 
worden ist, weil ich gerade die Méglichkeit der Alkoholbildung 
ins Auge gefasst hatte, zweitens aber steht der zweite Arabinose- 
versuch zeitlich unter einer Reihe von Kontrollversuchen und 
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Xvloseversuchen, welche mit denselben Apparaten und ganz in 
derselben Weise verarbeitet keinen Alkohol ergeben haben. Es 
wire doch in der That ein mehr als sonderbarer Zufall, wenn 
gerade in den beiden positiv ausgefallenen Versuchen mit 
Arabinose die Apparate mit Alkohol verunreinigt gewesen sein 
sollten, worauf ich natiirlich sorgfaltig geachtet habe, oder 
sonst Alkohol hineingelangt sein sollte, in den anderen nicht. 
Ich halte das fiir ganz ausgeschlossen, vielmehr fir vollstindig 
sicher, dass in den 2 Versuchen mit Arabinose Alkohol in 
betriichtlichen Mengen gebildet ist. Hiitte ich mich auf die . 
beiden Versuche beschriinkt, so wire ein Zweifel tberhaupt ‘a 
nicht aufgetaucht. Warum ist nun aber nur in 2 Versuchen 
Alkohol gebildet, in 3 nicht? Dafiir kann ich keine andere 
Erklirung geben, als dass das Gemisch von Fiiulnissbakterien 
trotz aller erstrebten Gleichmiissigkeit doch variabel ist, in 
2 Fiillen alkoholbildende Bakterien vorhanden waren, in den 
3 anderen nicht. Leider habe ich, da ich nach den beiden 
ersten positiv ausgefallenen Versuchen natiirlich nicht daran 
zweifelte, dass jeder weitere Versuch dasselbe geben werde, 
versiitumt, von der Fiiulnissmischung etwas abzuimpfen. 

2. Fliichtige Fettsiituren. — Ein grosser Theil der Ara- _ 
binose und Xylose geht sicher in fette Siiuren tiber, welche 
schon Tollens als Produkte der durch Mikroorganismen 
bewirkten Zersetzung von Pentosen angegeben hat. 

Die Kontrollfiiulnissmischungen enthielten, auf Essigsiiure 
berechnet, im Mittel 5,365 g') Essigsiiure, die Arabinose- 
mischungen bei Anwendung von 5 g Arabinose im Mittel der 
beiden Versuche Nr. I und Nr. IV 7,567 g, es wiirden dem- 
nach auf 5 g Arabinose 2,202 g fliichtige fette Siiuren, als 
Essigsiiure berechnet, kommen. Die Xylose lieferte aus 5 g im 


1) Diese Zahlen sind selbstverstiindlich nur approximative, da bei 
der Destillation behufs Alkcholnachweis natiirlich neben Ammoniak auch 
lliichtige Fettsiuren iibergegangen sind. Die fliichtigen Fettsiuren ent- 
halten andererseits etwas Hydrozimmtsiure resp. Phenylessigsiiure, jedoch 
ist diese Beimischung sehr unbedeutend, da ihre Menge an sich schon 
sehr gegen die Fettsiuren zuriickbleibt und dieselben ausserdem zuim 
Theil im Destillationsriickstand bleiben. 
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Mittel $8,033 g fliichtige Fettsiiuren, auf Rechnung der Xylose 
kame somit 2,668 g. In Anbetracht des Umstandes, dass die 
Arabinose erheblich Alkohol geliefert hatte, die Xylose nicht, 
ist das Plus an fliichtigen Fettsiiuren bei der Xvlose gegen- 
uber der Arabinose recht unbedeutend. 

Wie dem nun auch sein mag, man wird jedenfalls als 
erwiesen ansehen diirfen, dass sich aus den Pentosen bei der 
Fiulnisszersetzung fliichtige fette Situren gebildet haben. 

Um tiber die Natur der gebildeten fliichtigen Sauren und 
die etwaige Bildung nicht fliichtiger Siéuren Aufschluss zu 
erhalten, wurden folgende Versuche angestellt. 

1. Die noch vyorhandenen Reste der Faulfliissigkeit der 
beiden Kontrollversuche, zusammen 1700 cem., wurden ver- 
eimigt, mit Na,CO, alkalisirt und auf ca. 250 ccm. ein- 
gedamptt, dann stark mit Schwefelsiiture angesiuert 
auf einen geringen Rest abdestillirt, das Destillat mit Na Co, 
zur Trockne abgedampft und wieder mit SO,H, destillirt: das 
Destillat enthielt’ reichlich auf der Obertliiche schwimmende 
Oeltropfen, keine Ameisensiiure. Um die unlosliche, dlfOrmige 
Siiure modglichst abzutrennen, wurde vorsichtig Aether 
gegossen, ohne umzuschiitteln, dann die iitherische und die 
wiisserige LoOsung mit dem Scheidetrichter getrennt. Dabei 
war allerdings eine geringe Durchmischung nicht zu vermeiden., 
Die iitherische Loésung wurde in eine Schaale bei Zimmer- 
temperatur der freiwilligen Verdunstung tiberlassen, zum Riick- 
stand Alkohol und etwas Phenolphthalein gesetzt, mit Viertel- 
normallauge titrirt. Ks wurden gebraucht 16,65 ccm. 

Ktwa die Hiilfte der wiisserigen Fliissigkeit wurde mi! 
NH, neutralisirt, durch Erhitzen auf dem Wasserbad von 
Aether befreit, nach volligem Abkiihlen und bei modglichst 
genau neutraler Reaction mit Silbernitrat gefillt, die ent- 
standene dickliche Fiillung abgesogen und so lange mit kleinen 
Portionen Wasser gewaschen, bis das Filtrat eine nur giz 
minimale Reaction mit diphenylaminhaltiger Schwefelséure gil, 
dann im Vacuumexsiceator bis zur Gewichtsconstanz getrocknet. 
1. 0.3788 des Ag-Salzes gaben bei gelindem Glihen 0.2064 ¢ Ag D449" 
2. 0.2364 ¢ Ag-Salz gaben 0,1292 ¢ Ag = 54,70°o. 


r 
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2. Ebenso wurde die riickstiindige Fliissigkeit der beiden 
Arabinoseversuche, welche Alkohol ergeben hatten (Nr. Iu. IV) 
vereinigt = 1650 ccm. und ebenso verarbeitet. 

Die Quantitit der im Wasser unléslichen Siiure war weit 
geringer. Dieselbe brauchte zur Neutralisirung 4,7 ccm. Viertel- 
normallauge. 

Das Silbersalzgemisch wurde ebenso dargestellt und 
getrocknet. 

1. 0.2578 g Ag-Salz gaben 0.1526 Ag = 59,19°/o. 


Beim Erhitzen des Ag-Salzes behufs Feststellung des 
Ag-Gehaltes schien es, dass dasselbe noch Spuren von Nitraten 
enthielt: die erhaltene Zahl = 59,19°/o muss dadurch natir- 
lich beeinflusst werden. — Der schon merklich gebriiunte Rest 
des Silbersalzes wurde daher in der Reibschaale mit Wasser 
verrieben, abfiltrirt, gewaschen, bis die Reaction mit diphenyl- 
amninhaltiger Schwefelsiiure nur andeutungsweise erschien, ab- 
gesogen, getrocknet. 

2. 04084 g gaben 0,248 g Ag = 60,72°%). 


3. Ebenso wurden die Reste der beiden ersten Xylose- 
versuche bearbeitet. Es war fast nichts von Olf6rmiger Saure 
zu bemerken. Der geringtiigige, beim Verdunsten des Aether- 
auuszuges bleibende Riickstand war nach Zusatz von 0,3 cem. 
Viertelnormallauge schon tibertitrirt, die Quantitaét der in 
Wasser unléslichen Siiture war also fast Null. 

Die Analyse des Ag-Salzes ergab 

1. 0,2945 g gaben 0,1805 g Ag = 61,15°/o 
2.0,3532 g 0,2174¢ Ag = 61.55°)o. 


4. Da die Silberbestimmung in dem Ag-Salz aus den 
Arabinoseversuchen  vielleicht nicht ganz einwandfrei war, 
wurde noch die Siiture aus dem letzten Versuch mit ca. 17 ¢ 
Arabinose dargestellt. Das Destillat  enthielt’ keine irgend 
merkliche Quantitiit von Oeltropfen. Der Silberniederschlag 
aus etwa der Hiilfte des Destillates war sehr reichlich und 
daher durch einfaches Waschen auf dem Filter nicht salpeter- 
siurefrel zu bekommen, er wurde daher in der Reibschaale 
‘aufs Neue mit Wasser verrieben, filtrirt, gewaschen, etc. 
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Die Analyse dieses Ag-Salzes ergab 
1. 0,2061 g gaben 0,1211 g Ag = 58,76 %Jo 
2. 01892 » O114g Ag = 58,88°%o. 

Das starke Auswaschen, welches erforderlich ist, um die 
Nitrate zu entfernen, hat nun den Nachtheil, dass die leichter 
loslichen Silbersalze, also namentlich das essigsaure Silber, in 
grosserer Menge in Lésung gehen, wie die schwerer |6slichen, 
sodass das erhaltene Ag-Salzgemisch nicht dem urspriinglich 
vorhandenen entspricht. Es wurde daher noch Silbersalz durch 
Erhitzen eines Theils des Destillats mit Ag,CO, hergestellt. 
Beim Eindampfen der filtrirten Lésung auf dem Wasserbad 
trat eine geringe briiunliche Ausscheidung ein, von welcher 
abfiltrirt wurde. Die concentrirte L6sung wurde durch wochen- 
langes Stehen im Vacuumexsiccator (aus gelbem Glas) ein- 
getrocknet, bis Gewichtsconstanz eintrat. 

1. 03412 g des Ag-Salzes gaben 0.2042 g Ag = 59,84°o 
2. O3228 » > 0.1930 g Ag = 59,78%o. 
Die Ag-Salze der in Wasser loéslichen fliichtigen Fett- 


siure haben somit folgende Werthe ergeben: 
Kontrollversuch . . . 54,60°/o (Mittel aus 2 Bestimmungen) 
Arabinose . . . . . 99,60°%o (Mittel aus 5 Bestimmungen) 
61,35°o (Mittel aus 2 Bestimmungen). 


Essigsaures Silber enthilt64,67°/0 Ag, buttersaures 55,38 ° 0, 
ein Gemisch gleicher Gewichtstheile beider Salze 60,03°/0, ein 
Gemisch gleicher Molekiile 59,67°/o. Es wird wohl keinem 
Widerspruch begegnen, wenn ich daraus ableite, dass die 
fliichtige fette Siiure, welche aus Arabinose und Xylose hervor- 
geht, Essigsiiure ist. 

Sehr bemerkenswerth ist noch die Thatsache, dass sich 
in den Pentose enthaltenden Mischungen weit weniger 10 
Wasser unlodsliche Fettsiiuren gebildet haben, als in den nicht 
Pentose enthaltenden. Wenn eine genaue Berechnung auch 
nicht ausfiihrbar ist, da die zur Darstellung der fliichtigen 
Fettsiiuren angewendete Quantitiit der Féulnissfiltrate nicht 
immer ganz die gleiche war, so kann an der Thatsache an- 
gesichts der grossen Differenzen der zur Siittigung gebrauchten 
Quantitiit Natron kein Zweifel bestehen. Beim Kontrollversuch 
wurden 16,05 ccm. Viertelnormallauge gebraucht, beim 


binoseversuch 4,7 ccem., resp. bei dem Versuch mit der grossen 
Quantitat Arabinose fast nichts, bei dem Xyloseversuch weniger 
als 0,3 cem. Schwerlich ist hierin eine specifische Wirkung 
der Pentosen zu sehen, Hexosen werden vermuthlich dieselbe 
Wirkung haben: es wird sich voraussichtlich um eine weitere, 
bisher noch nicht bekannte, Bethitigung des Einflusses der 
Kohlehydrate auf die Fiiulniss des Eiweisses handeln, der schon 
so vielfach, aber noch immer nicht ausreichend, untersucht 
ist. Diese Nebenwirkung bildet ohne Zweifel eine Erschwerung 
fiir die Feststellung der Entstehung der Essigsiiure aus der 
Pentose; sie ist auch wohl die Ursache, dass die Erhéhung des 
Ag-Gehaltes grésser ist, als sich der Berechnung nach ergibt. 
Da die fliichtigen Saéuren etwa zu 2/3 aus Eiweiss stammen, 
zu 43 aus Pentose, so wiirde der Ag-Gehalt des Silbersalzes, 
wenn sich die aus der Pentose stammende Essigsiiure den 
fliichtigen Fettsiiuren aus dem Eiweiss einfach addirte, nur 
2- 54,6 +- 64,67 
3 
hoher ist. Noch grésser wiirde natiirlich die Differenz zur 
Berechnung sein, wenn die im Wasser unldslichen Fettsiiuren 
nicht, so gut es ging, abgeschieden wiiren. 


== 57,95°}o betragen, wiihrend er thatsiichlich weit 


Trotz dieser Complication kann man, glaube ich, an der 
sildung von KEssigsiiure aus den Pentosen nicht zweifeln. 

Dieselben Fliissigkeiten, welche ich zur Untersuchung auf 
fliichtige Fettsiuren benutzt hatte, dienten, nach dem Abdestilliren 
dieser, zur Untersuchung auf etwa vorhandene, nicht fliichtige 
itherlosliche Siiuren. Auch die Riickstiinde von den behufs 
quantitativer Bestimmung der fliichtigen Fettsiiure vorge- 
nommenen Destillationen wurden noch mit dazu genommen. In 
dem Bericht tiber die Resultate kann ich mich sehr kurz fassen. 
Ausser Spuren von nicht hydroxylirten aromatischen Siiuren, 
von denen etwas natiirlich auch in den fliichtigen Fettsiiuren 
enthalten war, und aromatischen Oxysiiuren wurde in allen 
Mischungen Bernsteinsiure gefunden, aber in sehr verschiedener 
Menge. Aus den mit Pentose versetzten Mischungen gelang es 
leichi, durch Ausschiitteln mit Aether, Abdestilliren, Aufnehmen 
in Wasser wiisserige Loésungen zu erhalten, welche nach dem 
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Abfiltriren von Olf6rmig ausgeschiedenen Siiuren klar erschienen. 
Dieselben erstarrten eingedampft in toto  krystallinisch. Die 
abgepresste und einmal aus Wasser umkrystallisirte Siiure 
erwies sich als Bernsteinsiiure. Auch in den Kontrollmischungen 
fehlte die Bernsteinsiure natiirlich nicht vollstiindig, ihre Menge 
war jedoch augenscheinlich viel geringer. Zahlen lassen sich 
schwer angeben. Die rohe Sidure aus 10g Arabinose wog 
ca. OO g, die aus Xylose 0,7 g. 

Zur bestiitigung wurde der nicht zu Reactionen  ver- 
brauchte Rest der Bernsteinsiiture aus Arabinose durch Fiillung 
der mit Ammoniak genau neutralisirten LOsung mit Silbernitrat 
in das Ag-Salz tibergefiihrt, welches nach gutem Auswaschen 
liber Schwefelsiure, dann bei 100° getrocknet und analysirt 
wurde, 

1. 0.2038 ¢ hinterliessen beim Glithen 0,1906 g Ag = 64,5°%), 

erfordert 65,01 °/o. 
2. mit CuO verbrannt leferten!) 0,0972 CO, und 0.0194 H,0. 

Hieraus ergibt sich 

berechnet gefunden 
14,46 14,70 
H 1,20 1,19. 

Die aus der Xylose erhaltene Bernsteinsiiure ging leider, 
nachdem die Sublimirbarkeit festgestellt und der Schmelzpunkt 
(180°) bestimmt war, durch einen Unfall verloren. 

Schhiesslich noch 2. Bemerkungen. 

1. Ich schliesse aus den Versuchen, dass die Arabinose 
unter gecigneten Bedingungen, welche noch nicht niiher bekannt 
sind, durch Gihrung Aethylalkohol liefern kann; ich schliesse 
aber nicht, dass dieses Vermodgen der Xylose unter allen 
Umstiinden abgeht. Da von den 5 Arabinoseversuchen 3 nach: 
dieser Richtung hin negativ verlaufen sind, Versuche mit Xylose 
aber nur 3 angestellt sind, so kénnen ja die 3 Xyloseversuclic 
nur zufiillig ein negatives Resultat gehabt haben. 

2. Ich verkenne durchaus nicht, dass die Versuche, tber 
welche im Vorstehenden berichtet worden ist, an  vielfachen 


1) Die Analyse ist von dem Assistenten des Laboratoriums, Herrn 
Dr. C. Neuberg, ausgefiihrt. 
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Unvollkommenheiten leiden, welche durch die Wahl des Giihrungs- 
materials bedingt sind. In der Annahme, dass die Pentose 
schwer zersetzlich sein wurde, habe ich, um moglichst giinstige 
Bedingungen fiir die Zersetzung herzustellen, in die Mischungen 
viel Eiweiss hineingebracht. Dadurch ist in die Versuche un- 
nothiger Weise eine grosse Complication hineingetragen und die 
Deutung der Ergebnisse erschwert worden. Eine Erklirung fiir 
die Wahl dieser Mischungen trotz der wohl zu erwartenden Com- 
plicationen liegt ausserdem darin, dass es mir vor Allem um die 
Beantwortung der Frage zu thun war, ob die Pentosen Alkohol 
liefern konnen, hierftir aber die Entstehung von Fettsiiuren ete. 
ziemlich irrelevant war. Nachdem es sich jetzt gezeigt hat, 
dass die Pentosen durchaus nicht so schwer zersetzt werden, 
miissen die Versuche unter Verwendung einer sehr geringen 
Quantitiit Nahrsubstanz fiir die Bakterien — am besten unter 
Anwendung verschiedener Reinculturen — wiederholt werden. 
Es wird dann auch méglich sein, auf die Frage der Bildung 
von Kohlensaure einzugehen, was die jetzt gewiihlte Versuchs- 
anordnung nicht gestattete. Die Untersuchung soll unter Be- 
riicksichtigung dieser Gesichspunkte fortgesetzt und womoglich 
die Bedingungen ermittelt werden, unter denen die Pentosen 
Alkohol liefern. 

Erst nach Abschluss meiner Versuche erhielt ich Kenntniss 
von einer Arbeit von Dr. Ernst Bendix:') «Ueber die Gaihrung 
schwer vergihrbarer Zuckerarten». Verfasser theilt darin u. A., 
leider in sehr grosser Kiirze, mit, dass es ihm gelungen ist, 
Xylose, Rhamnose und Arabinose durch aus bakterienhaltiger 
Presshefe oder aus Faeces geziichtete Bakterien in Gahrung 
zu versetzen, wenn die Mischungen gleichzeitig Pankreaspulver 
oder Ovariumpulver oder auch Pepton enthielten, und zwar 
gelang dieses am besten mii Xvlose, weniger gut mit Rham- 
nose, am wenigsten mit Arabinose. Die Versuchsanordnung 
hat mit der meinigen grosse Aehnlichkeil, ist indessen nicht 
als gleichbedeutend anzusehen, da 1. Arabinose bei mir ebenso 
leicht zerfiel wie Xvlose, und 2. Rohrzucker bei mir gleichfalls 


1) Zeitschr. f. difiet. und physik. Therapie, Bd. Ill, Heft 7, S. A. 
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in grossen Mengen zersetzt wurde, wie ich schon vorher durch 
einen Versuch festgestellt hatte, wiihrend er bei der Ver- 
suchsanordnung von Bendix unzersetzt blieb. 

Beziiglich der Giihrungsprodukte dussert sich Bendix 
folgendermassen : 

‘Um uns iiber die Art der Gihrung vorlaufiges 
Urtheil bilden zu kénnen, untersuchten wir die Produkte der 
Giihrung. Unter diesen fand sich in allen Fillen Alkohol, der 
leicht mit Hilfe der Lieben’schen- und Chromsiurereaction 
nachzuweisen war; ferner fanden sich reichlich fliichtige Fett- 
siiuren und Milchsiiure. Von den Gasen bestanden etwa zwei 
Drittel aus CO,. Der nach Absorption mittelst Kalilauge tbrig 
bleibende Rest war leicht brennbar; wahrscheinlich bestand 
er aus Wasserstoflf. » 

Abweichend von meinen Ergebnissen ist der Befund von 
Milchsiiure; die Angabe tiber den Alkoholgehalt betrachte ich 
dagegen nicht als abweichend, da die Lieben’sche Reaction 
und die Chromsiiurereaction nicht ganz eindeutig sind, namentlich 
wenn man bei letzterer nicht den gebildeten Aldehyd nachweist, 
ich ausserdem die Moéglichkeit der Bildung kleiner Mengen 
Alkohol in allen Fiillen durchaus nicht in Abrede stellen will. 


3 
‘ 
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Der Lecithingehalt der Milch und seine Abhangigkeit vom 
relativen Hirngewichte des Sauglings. 
Von 
Apotheker Rob. Burow, stud. med. 


(Aus dem Laboratorium des Herrn Prof. G. v. Bunge in Basel.) 


(Der Redaction zugegangen am 2. August 1900.) 


Nach den bisherigen Analysen') ist die Menschenmilch 
aufallend viel reicher an Lecithin als die Kuhmilch. Diese 
Thatsache ftihrte meinen Lehrer Herrn Prof. von Bunge auf 
die Vermuthung, es kénnte bei den verschiedenen Siiugethieren 
der Lecithingehalt der Milch sich richten nach dem relativen 
Hirngewichte des Siuglings, 

Ich beschloss daher auf Veranlassung von Professor 
v. bunge: 

1. Eine genaue Methode der Lecithinbestimmung  aus- 
findig zu machen 

2. den Lecithingehalt des Gehirns zu bestimmen und 
init dem der iibrigen Gewebe, insbesondere des Muskelgewebes, 
zu vergleichen; 

3. das relative Hirngewicht des Siiuglings bei den ver- 
schiedenen Species zu bestimmen; 

4. den Lecithingehalt der Milch bei verschiedenen Siuge- 
thieren zu bestimmen und das Gewichtsverhiiltniss des 
Lecithins zu den anderen Milchbestandtheilen festzustellen. 


1) Tolmatscheff, Med. chem. Untersuchungen von Hoppe-Seyler, 
Heft 2, S. 272, 1867. 

Stoklasa, Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 
Bd. XXII, S. 341, 1897. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 52 
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In der Litteratur findet man wohl zahlreich ausgefiilipts 
Lecithinbestimmungen der verschiedensten  thierischen 
pfllanzlicher Gewebe: aber nirgends ist) der eingehaltene 
Analysengang genauer beschrieben, Die betreffenden Autore, 
sprechen nur kurz von Alkohol- und Aetherextracten bis ai! 
Dr. Jul Stoklasa, welcher in dieser Zeitschrift Jahrg. 1887, 
bd. ANTE, S. 3438 und 3844 den von ihm benutzten Gang speci 
ber Kuh- und Frauenmilch ausfiihrlicher beschreibt. Ich gehe 
denselben hier deshalb wortlich wieder, weil ich nach dieser 
Methode meine Bestimmungen auszufithren gedachte. Stoklasa 
schreibt: Es wurden 100 com. Milch genau abgemessen 
In 4 Schilchen nach Hoffmeister vertheilt: in diesen Schiilehey 
befand sich  reiner, mit) Salzsiiture ausgekochter 
heissem Wasser sorefiltig ausgewaschener Sand, der ausser- 
dem noch mit Alkohol und Aether griindlich extrahirt worder 
ist. Die Milech wurde hierauf in diesen Schitlchen verdamy! 
und zwar im Wasserbade immer bet einer Temperatur you 
his 60°C. Nach vollstiindiger Abdampfung der Mileh wurde 
der in den Schilehen befindliche Ritckstand in einem Trocken- 
kasten bei 50-—609 C. getrocknet. Hlerauf wurde der Inhalt 
des Schiilchens verrieben, in Hiilsen nach Schleicher 
Schill eebracht, und das Lecithin mit’ reinem wassertreicn 
Acther Soxhlet’s) Apparat) durch 30 Stunden extrahirt. 
Nach vollkommener Aetherextraction wurde Inhalt) der 
Hiilsen getrocknet und in einen mit Riickflusskiihler verschenen 
Krlenmever schen Kolben sorgfiiltig tibergeftihrt, da- 
Lecithin mittelst absoluten Alkohols im Wasserbad  iminet 
2 Stunden hindurch extrahirt. Das Extract wurde behutsin 
liltrirt, worauf die zuriickgebliebenen Substanzen emer neuel- 
lichen Extraction unterzogen wurden. Dieser Vorgang wurde 
flint bis sieben Mal zum Zwecke der yollstiindigen Lecithiu- 
extraction wiederholt. Alle klaren Aether und Alkoholextract+ 
wurden sodann in einer grdsseren Platinschaale verdamptt 
unter Zusatz von kohlensaurem Kalium salpetersaurei 
Natrium allmiihlich verbrannt. Die verkohlte Substanz wurde 
hierauf in emem Becherglas unter Zusatz von Salpetersiire 
ausgekocht und in dem reinen Filtrat’ das nach de! 
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(iblichen Molybdinmethode bestimmt. Aus dem gewonnenen 
Mg, wurde das Lecithin berechnet. 

Die von mir folgenden) Versuchen angewandte 
Kauhmilch wurde in meiner Gegenwart gemolken, leh machte 
dieselbe durch Zusatz eines kleinen Krystalles von Kalium 
hichromicum fiir liingere Zeit haltbar. Die erste Leecithin- 
bestimmung fithrte ich genau nach der soeben beschriebenen 
Methode von Stoklasa aus und fand in den vereinigten 
Aether- und Alkoholextracten O,OL96 Mg die zweite 
Bestimmung iinderte ich in der Weise ab, dass ich das erhaltene 
Acther- und Alkoholextract getrennt auf weiterver- 
arbeitete. Hierbet zeigte sich nun, dass im Aetherextract 
keine wiigbaren Mengen (Spuren) Mg, P50, enthalten) waren, 
dagegen im Alkoholextract O,O19% Mg 

Letzteres merkwiirdige lisst nur 
kiiirungen zu: entweder das Lecithin wird beim) Eindampfen 
durch sich niederschlagendes Kiweiss (Casein -} Albumin) der- 
inassen eingehiillt, dass es sich der spiiteren Aethereinwirkung 
vollstiindig entzieht, oder das Lecithin wird beim Eindampfen 
zevselzt und die gebildete Glycerinphosphorsiiure spiiter vom 
Alkohol aufgenommen. der) Milech sind aber ausserdem 
noch anorganische Phosphate enthalten. Ich stellte daher eine 
Rheihe you Versuchen mit loslichen Phosphorsalzen an. Unter 
Anderem bestimmte ich quantitativ aus LOO com. einer 2° oigen 
Losing von phosphorsaurem Natrium (Na genau nach 
der Methode von Stoklasa behandelt, den Phosphorgehalt. 
In dem erhaltenen Aetherextract konnte keine Spur von Phos- 
phorsiiure nachgewlesen werden, wiihrend ich aus dem Alkohol- 
extracl 0,057 ¢ Mg,P,0, erhielt. Es) geht) hieraus deutlich 
hervor, dass die hohen Zahlen, die Stoklasa erhielt, zum 
grossten Theile von anorganischen) Phosphaten  herriihren 
diirflen, wobei auch vielleicht Glycerinphosphorsiiure nebenbet 
Init in Losung gegangen ist. Nach diesen Untersuchungen 
halte ich die Methode von Stoklasa nicht fiir einwandtret, 
und wenn Hoppe-Sevler in seinem Handbuch fir chemische 
Analyse Seite 405 schreibt: «Der bisher am meisten benutzte 
Gang der Analyse seréser Fliissigkeiten verlangte Abdampfen 
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der Fliissigkeit auf dem Wasserbade, Trocknen und Pulvyeri- 
siren des Riickstandes und Extraction desselben, successive 
mit Aether, Alkohol u.s. w. Obwohl diese Methode einfacher 
und zweckmiissiger erscheinen kann, bietet sie hinsichtlich 
des Trocknens, Pulverisirens und Extrahirens derartiger sehr 
compacter Riickstiinde sehr bedeutende Schwierigkeiten, ausser- 
dem wird dabei das Lecithin grésstentheils zersetzt und unbe- 
stimmbar» — so glaube ich den Beweis ftir die Richtig- 
keit’ der auch von Hoppe-Seyler kritisirten Methode der 
Lecithinbestimmung durch meine Untersuchungen erbracht zu 
haben, 

Zahlreiche weitere Untersuchungen, auf welche hier 
niiher eimzugehen zu weit fiihren wiirde, ergaben, dass fiir 
Lecithinbestimmungen tn Substanzen u. s. w., in welchen neben 
Lecithin noch anorganische Phosphatverbindungen — enthalten 
sind, einzig und allein nur die im Aetherauszuge enthaltene 
Phosphorsiiure als vom Lecithin herriihrend anzusehen_ ist; 
ferner dass als bestes Losungsmittel fiir Lecithin Aetheralkoho! 
zu gleichen Theilen zu verwenden ist und eine Temperatur 
von bis 50° C. nicht tiberschritten werden darf, | 

In allen nun folgenden Lecithinbestimmungen  arbeitete 
ich nach folgendem Gang: Ich stellte mir zuniicht eine Mischung 
her aus 100 com. Aether und 100) cem. Alkohol, welcher 
Mischung ich noch circa 5 Tropfen einer verdiinnten Essigsiture 
(30° oige CH,COOH) zusetzte. — Durch den Zusatz der gleichen 
Menge Aether zum Alkohol wird die Loslichkeit der anorgani- 
schen Salze (Phosphate) auf ein Minimum beschriinkt, ohne die 
Loslichkeit des Alkohols auf Lecithin herabzumindern. Der ge- 
ringe Zusatz der Essigsiiure bezweckt die vollstandige Ausfiillung 
der gesammten Eiweissstoffe. — In die so hergestellte Mischung 
trug ich 100 com. Milch mittelst) Pipette tropfenweise und 
unter fortwiihrendem Umschiitteln ein. — Tropfenweise und 
unter Umschiitteln deshalb, um eine mdglichst feine Gerinnung 
der Eiweissstoffe herbeizuftihren und dadurch ein Mitnieder- 
reissen und Umhiillen von Lecithin zu verhindern. — Diese 
so in einem Erlenmeyer schen Kolben vorgenommene Mischung 
liess ich wohl verschlossen unter Ofterem Umschiitteln 24 Stun- 
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den stehen. Sodann wurde von dem Niederschlag abfiltrirt, 
der Riickstand sorgfiiltig noch mit Aetheralkohol ausgewaschen 
und die so erhaltenen Filtrate in’ einer Porzellanschaale bei 
einer C. nicht tbersteigenden Temperatur im Thermostaten 
(brutkasten) zum ziihen Syrup concentrirt —- bis also Aether, 
Alkohol und das gesammte Wasser verdunstet war, und die 
zie Masse nur noch aus Fett, Lecithin und Spuren anorga- 
nischer Salze bestand. Den oben erhaltenen Riickstand, der 
fiir die weitere Analyse nicht mehr in Betracht kommt, will 
ich mit | bezeichnen, da ich auf denselben weiter unten noch 
zu sprechen komme. Die zur Syrupconsistenz eingedampfte 
Masse laugte ich mit reinem wasserfreien Aether wieder- 
holten Malen erschopfend aus. Den hierbei erhaltenen  mini- 
malen, fiir die weitere Analyse ebenfalls werthlosen Riickstand 
will ich der spiiteren Besprechung wegen mit IT bezeichnen. 
Die Aetherauszige dampfte ich in einer Platinschaale zur 
Trockene. Den Trockenriickstand verasehte ich unter Zugabe 
von kohlensaurem Natrium u. s. w. lege artis und bestimmte 
schliesslich die Phosphorsiiure durch Fiillung mittelst’) Chlor- 
magnesiummischung, wie letztere in der Zeitschrift fiir ana- 
Ilvtische Chemie von Fresenius, Jahrgang XII, Seite 243, an- 
gegeben ist. Eine Fillung durch schwefelsaure Magnesia wurde 
umgangen, da man durch dieselbe, wie die Erfahrung = lehrt, 
leicht za hohe Resultate erhiilt. Aus dem gewonnenen Mg,P,0, 
berechnete ich das Lecithin durch Multiplication mit dem 
Factor 7,27. 

Riickstand IT und desgleichen Riickstand Il habe ich bei 
den verschiedenen Analysen wiederholt noch einer 30stiindigen 
Aetherextraction im Soxhlet’schen Apparate unterworfen, ohne 
jemals eine Spur Phosphorsiiure nachweisen zu konnen, so 
dass ich auf das umstiindliche und zeitraubende Soxhlet’sche 
Aetherextractionsverfahren vollstiindig verzichten konnte. 

Nachdem ich so die erste mir gestellte Aufgabe gelist 
hatte, konnte ich zur Erledigung der zweiten schreiten. Ich 
bestimmte den Lecithingehalt im Rindermuskel und Hirn. 
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Rindermuskelgewebe. 


sorefiltig von Bindegewebe und Fett betreite 
Muskelbiindel wurden emer Fleischhackmaschine aul das 
Feimste zerklemert. Diesem Fleischbrer entnahbm ich 100 und 
behandelte sie in der vorne von mir eingehend beschriehener 
Methode mit) Aetheralkohol os. we: nur less ich letzteren 
nicht wie bei Fliissigkeiten (Milch), in welchen das Lecithin ja 
leichter zugiinglich ist, nur 24, sondern 38X24 Stunden ein- 
wirken., 

Die aus den Aetherausziigen erhallene  Phosphorsiiure 


ergab als Mg ,P,0, gewogen — 0,596 Lecithin: 
Gehirnsubstanz. 


Aus emem 7 Wochen alten frisch geschlachteten Kalbe 
hatte dicho omir im hiesigen Schlachthause das herits- 
priiparivt. Nachdem ich dasselbe von Blut, Geffissen. Binde- 
gewebe u.s. w. sorefiiltig gereinigt hatte, verricb ich das ganze 
Hirn in einem Porzellanmorser zu einem feinen Brel. 
des letzteren gelangten der ganz gleichen Weise zu de 
Lecithinbestimmung, 

Die ans den Aetherausziigen erhaltene  Phosphorsiitire 
ergab als Mg,P,0, gewogen 0,544 — 3,954 @ Lecithin. 

Was nun die Bestimmung des” relativen Hirngewichts, 
mithin die Beantwortung der dritten Frage, anbelanet. er- 
mittelte ich dasselbe aus dem absoluten) Kérper- und Hirn- 
gewichte der betreffenden Thiere. Dieselben wurden zuniichs! 
lebend gewogen. Darauf wurde, nachdem dieselben getGdtet, 
das absolute Hirngewicht ermittelt durch sorgfiltiges Heraus- 
nehmen und Wiigune der Hirnmasse. Aus den erhaltenen 
Zahlen wurden die relativen Hirngewichte und aus diesen das 
durchschnittlich velative Hirngewicht berechnet. Fiir die rela- 
live Hirngewichtsbestimmung beim Rindersiiugling gelangten 
4 Wilber im Alter von 7 und & Wochen zur Wiigung, welche 
ich selbst im Inesigen Schlachthause ausfiihrte, erhielt 
foleende Zahlen: 


Kalb: l. I. Ll. lV. 


Korpergewicht: 110 O00 102 Lob DOD DOO 


Hirngewicht: BOO) 270) 300) PRO 


Aus diesen Zahlen ergab sich im Mittel fiir das relative 
Hirngewicht rund 1:570. 

Zur relativen Hirngewichtsbestimmung beim Hundesiiug- 
ling wurden gleichfalls 4 Thiere und zwar 2 miinnliche und 
? weibliche verwandt. Die Thiere entstammten einer 2yihrigen 
Hiindin mittlerer Grosse (Pinscher), welche am 28. Th J. 
Junge geworten hatte. Die Thiere gelangten am 2. Th J. 
zur Wagung, waren mithin o Tage alt. Resultat: 


Hund: I. I. I. IVS 


horpergewicht: 272 250) 


Hirngewicht: 7.4 8.2 


Aus diesen Zahlen ergab sich im Mittel fiir das relative 
Hirngewicht 1:30. 

Zur Feststellung des relativen Hirngewichtes beim Situg- 
ling des Menschen stand mir kein Material zur Verfiigung, so 
dass ich mich hierber auf die Angaben Anderer verlassen 
Intisste. Das relative Hirngewicht des Saduglings des Menschen 
betrigt nach Vierordt 1:7, nach Tiedemann nach 
Junker 1:83. Ich folge den Angaben Vierordt’s als den 
Averliissigsten, wie sich aus den Untersuchungen Pfister’s 
und Mies') ergiebt. 


Kurzer Ueberblick und Zusammenstellung der Resultate: 


Siiugling von: Rind Hund = Mensch 
Relatives Hirngewicht:} 1: 370 1:30 


1) Pfister, Arch. f. Kinderheilkunde, Bd. 25 5. 164. 


Lecithinbestimmungen in der Kuh-, Hunde- und Frauenmileh. 


Zur Bestimmung des Lecithins verschiedeney 
Milcharten wurde genau nach der oben von mir beschriebeney 
Methode gearbeitet. Es wurden jedesmal 100 ecm. Milch ver- 
wandt. Von den iibrigen Bestandtheilen der Milch wurde dic 
Summe der Eiweisskérper, also Casein Albumin, aus dem 
nach Kjeldahl bestimmten Stickstoff unter Zugrundelegung 
der Zahl 16°. berechnet. Die Fettbestimmung wurde mit 
dem Soxhletschen Aetherextractionsapparate, der Milchzucker 
mit Hiilte der Fehling’schen Losung bestimmt. 


Kuhmilch: 

Von der in meiner Gegenwart gemolkenen Mischmilct 
von & Kiihen wurden 2 Gesammtanalysen und 4° Lecithinbe- 
stimmungen ausgefiihrt. Gesammtanalyse I]. sowie Lecithin- 
bestimmung Hf, Hl und sind lediglich Kontrollanalysen. 


100 com. Misehmilch enthielten: 


Bestandtheile I. | Il. | Hf. lV. 
Asche O82 OSL | 
Ss or 
Kiweisskorper 
Fett 3.78 3.74 
| 
Milchzucker 527 | 95,21 
Lecithin 0.054 0054 005% | 0,054 
Mg, P, O, | | 


Bei den nun folgenden Analysen wurde jedesmal dic 
Milch einer Kuh verwandt. Die 4 Analysen entstammen mit- 
hin der Milch von 4 verschiedenen Kien. 
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100 cem. Milch enthielten: 


Bestandtheile l. Il. Ill. lV. 
Asche O71 0.7 
Eiweisskorper 
Fett 3.74 3.69 3.9 5.635 
Milehzucker D140 | 46 | 459 
Lecithin O049 0.054 O.058 0.054 
vefunden als 
( ) 0.0068 0.007 0074 0.007 
Mg, P, 0, 


Es geht aus diesen Zahlen deutlich hervor, dass das 
Lecithin zu den EiweisskoOrpern in einem gewissen Abhiingig- 
keitsverhiiltniss steht: denn bei héherem Eiweissgehalt finden 
wir auch den des Lecithins groésser und umgekehrt fiillt) der 
Lecithingehalt bei niederem Eiweissgehalt. 

Es berechneten sich aus den gewonnenen Daten als 
Mittelwerthe fiir: 

die Summe der Eiweisskérper: 3.84 
Lecithin: 0.054 

Der Lecithingehalt, procentisch auf den Eiweissgehalt der 

Milch bezogen, betrug 1,40. 


Hundemilch: 


Eine 2jiihrige Hiindin von mittlerer Grosse (Pinscherrasse ) 
hatte am 28. Il. d. J. 9 Junge geworfen. Vier der letzteren 
waren am 2. III. d. J., wie bereits oben erwiihnt, zur relativen 
Hirngewichtsbestimmung verwendet worden. Die Milch wurde 
vom 3. Ill. an gesammelt. Die Hiindin stellte der Gewinnung 
derselben keinen Widerstand entgegen. 


“ur Analyse gelangte die Milch vom 3.—5. Miirz 


100 cem. Hundemilch enthielten: 


Bestandthetle I. iI. 
Asche 1.4 
Sumime der 
9.18 8.31 
Kiweisskorper 
Fett: 10.28 10.53 
Milehzuacker 3.47 
Lecithin 
-gefunden als 
0.025 0,024 
Mg, PO, 


Kine andere Hiindin (Hasse: Spitz) hatte am 1s. Mai d. J. 
» Junge geworfen. Es wurde auch diese Milch durch Streichen 
der Zitzen ohne Widerstand gesammelt und gelangte zur 
Analyse | die Milch vom 22.—24. Mai 
» 25,—26. 


100) Hundemilceh enthielten : 


Bestandtheile I. IT. 
Asche | 1,00 | 1,00 
Summe der | = 345 7 3G 
Fiweisskorper 
Fett 13.48 13,22 
Milchzucker | 3.76 3.87 
Lecithin | O16 O16 
| 0.023 (0.022 
Mg,P,0, | 


| 
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Auch hier bei der Hundemilceh erkennen wir das Ab- 
iingigkeitsverhiltniss des Lecithingehaltes von dem des Eiweisses. 

Ks berechneten sich aus den gewonnenen Daten als 
Mittelwerthe ftir: 

die Summe der Eiweisskérper : 8,05 
Leeithin: O,17. 

Der Lecithingehalt, procentisch auf den Eiweissgehalt) be- 

zoven, betruge 2,11. 


Frauenmilch. 


Die zu den folgenden Analysen verwandte Frauenmilch 
bezog ich aus dem hiesigen Frauenspital. Herrn Prof. Dr. Bumm 
sowie dessen Assistenzarzte Herrn Dr. Wormser spreche ich 
wich an dieser Stelle noch fiir die freandliche Ueberlassung 
meinen besten Dank aus. 

Es wurden im Ganzen 9 Analysen ausgefiihrt. Ber Analyse 
| und If konnte der geringen Menge wegen nur die Lecithin- 
bestimmung ausgefiihrt, bei Analyse THT und TV ausserdem 
noch der Eiweissgehalt bestimmt werden. Bei den fiint letzten 
Analysen konnten sitimmtliche bBestandtheile der Frauenmilch 
ermittelé werden, ausserdem waren den vier letzten Proben 
noch die gewiinschten niiheren Angaben tiber Geburt und 
Lntnahme der Milch beigefiigt worden, 


100 cem. Frauenmilch enthielten : 


bestandtheile | IV 


Summe der 


Fiweisskirper 
Lecithin, 0,057, | (0,058 0,058 
(gefunden als 0.0078 0.008 0.008 0.0078 


DOG 


100 cem. Frauenmileh enthielten : 


Bestandtheile 


\ 


VI 


VII 


IX 


ohne nahere 


Angaben 


Geboren am 10. Mirz 


Milch vom 


Geboren am 11. Miirz 
Milch vom 


15. 15. 16. 12. 13 u. 15 

Asche 0.26 O19 OAD 0.3 0,28 
der Eiweiss- 7h 198 19 

korper 

Fett 3,14 33 3.8 5.6 4S 
Milchzucker 58 6.1 4,7 | 525 
Lecithin 0.057 | 0.058 0.060 | 
) | 0,0078 0,008 0,008 0.0083 0.0081 


Auch in der Frauenmilch ist unzweideutig aus den cr- 
haltenen Resultaten das Abhiingigkeitsverhiiltniss des Lecithin- 
vom Eiweiss ersichtlich. 

Ks berechneten sich aus den gewonnenen Daten als 
Mittelwerthe fiir : 

die Summe der Eiweisskorper : 1,90 
Lecithin : 0,058. 

Der Lecithingehalt, procentisch auf den Eiweissgehalt der 
Milch bezogen, betrug 3,05. 

Vergleichen wir nun die durch die Untersuchungen er- 
haltenen Zahlen des Lecithingehalts der verschiedenen Milch- 
urten procentisch auf deren Eiweissgehalt bezogen mit dem 
relativen Hirngewichte des betreffenden Siuglings, so finden 
wir, je grosser das relative Hirngewicht ist, um so hoher is! 
auch der procentisch auf Eiweiss berechnete Lecithingehatt 
der Milch. 


Species | Hund | Mensch 
gewicht 
-Lecithingehalt der | 
Milch in Procenten 1,40 2,11 3,05 
des Eiweisses | 


— 
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Es hat auch hier die Natur in der verschiedenen Zusammen- 
-etzung der Milch dem Bediirfniss des Siiuglings entsprochen. 
Wie die Arbeiten in Bunge’s Laboratorium’) ja deutlich be- 
wiesen haben, hiingt die Verschiedenheit in der Zusammen- 
setzung der Milch bei den verschiedenen Thierspecies eng 
zusammen mit der Wachsthumsgeschwindigkeit des betreffenden 
siiuglings. So dirfte vielleicht auch der verschiedene Lecithin- 
cehalt mit der Entwickelung und dem Wachsthum des Gehirns 
in Verbindung stehen. 

Ich hoffe spiter noch Gelegenheit zu finden, den Lecithin- 
gehalt der Milch noch bei anderen Siiugethieren zu bestimmen 
und die gesetzmiissige Abhiingigkeit des Lecithingehaltes der 
Milch von dem relativen Hirngewichte auf ihre allgemeine 
Giiltigkeit zu priifen. 

1) Siehe die neueste Zusammenstellung dieser Arbeiten bei Bunge. 
«Die zunehmende Unfahigkeit der Frauen, ihre Kinder zu stillen u. s. w.» 
Miinchen. E. Reinhardt. 1900. 


Bemerkungen iiber das Nucleohiston. 


Von 
Ivar Bang, Christiania. 


(Der Redaction zugegangen am 15, Juli 1900.) 


Von allen bis jetzt studirten Nucleoproteiden hat keines 
ein so allgemeines Interesse erweckt, als das zuerst von 
Lilienfeld aus Thymus isolirte Nucleoproteid, das Nucleohiston. 

Seine chemische Bedeutung verdankt das Nucleohiston 
seiner Constitution und seinen Spaltungsprodukten. Bein 
Behandeln mit Salzsiture spaltet sich das Nucleohiston in’ ein 
Nuclein, das Leuconuclein, und eine Eiweisssubstanz, das Histon. 
Das Leuconuclein liisst) sich weiter in Eiweiss und Nuclein- 
siture zerlegen. Nach Lilienfeld’s Schema haben wir also: 


Nucleohiston, 
Histon Leuconucleim 


Kiwelss Nucleinsiiure. 

Diese Auffassung Lilienfeld’s tiber die chemische 
Zusammensetzung des Nucleohistons ist meines Wissens nic 
bezweifell worden. Dieser Korper ist tiberall als das bes'- 
studirte Nucleoproteid angesehen. Viele haben es dargeste!!! 
und jetzt kommt es sogar in fabrikmiissiger Darstellung von 
Merek vor. Man hat ja auch seine Jodzahl bestimmt. 

tnd doch gibt es in der That nach meiner An- 
sicht kein Nucleohiston! 

Als ich zu einem andern Zweck etwas Nucleohiston 
brauchte, versuchte ich, mir solches nach Lilienfeld - 
Methode zu verschatfen. Bei der Darstellung dieses Nucleo- 


histons beobachtete ich folgende Erscheinungen, die mich zu 
einer genaueren Untersuchung veranlassten. Leider habe ich 
diese Untersuchung nicht zu Ende fiihren konnen., da meine 
Zeit von anderen Untersuchungen in Anspruch genommen war. 
Da ich keine Gelegenheit habe, diese Arbeit fortzusetzen, will 
ich die Resultate, die allerdings etwas liickenhaft sind, jetzt 
mittheilen, 

Z7ur Remigung der fein zertheilten Thymusdriisen ver- 
suchte ich dieselben mit 0.9° oiger Kochsalzlésung zu be- 
handeln, ehe ich zu der Extraction mit destillirtem Wasser 
iiberging. 

Es zeigte sich auch, dass die Kochsalzl6sung viel or- 
ganische Substanz, wie Blutfarbstoff, Zellendetritus, Fett- 
kOrner ete., aufnahm. Die Kochsalzlosung bekam dabei ein 
milchiihnliches Aussehen. Weiter enthiell die Kochsalzlésung 
Kiweiss. Die Eiweisskorper waren: Albumin (sehr wenig) und 
Globulin (in nicht unbedeutender Menge). Weiter bekam man 
mit Essigsiiure eine reichliche Fiillung. Diese Fiillung lOste 
sich leicht in einer Spur von Alkali und konnte wieder aufs 
Neue durch Essigsiiure niedergeschlagen werden. 

Der Korper enthiell Phosphor und Xanthinbasen, aber 
keine reducirende Substanz. Bei Digestion mit Pepsinsalzsiiure 
bekam man ein Nuclein. Der Korper war also ein Nucleo- 
proteid. Dieses Nucleoproteid enthielt kein Histon. 

Das Nucleoproteid wurde durch Kochsalz, bis zur Séttigung 
zugesetzt, aus seinen Losungen vollstiindig niedergeschlagen. 
verhielt sich Magnesiumsulfat.  Halbsiittigung mit 
Ammoniumsulfat schlug es vollstiindig nieder. Das Nucleo- 
proteid ist nicht weiter untersucht worden. 

Durch mehrmaliges Behandeln mit O,9°/oiger Kochsalz- 
losung konnte man alles oder so gut wie alles Nucleoproteid 
aus der Thymus extrahiren. Die Losungen waren auch zuletzt 
ganz klar und durchsichtig; aller Detritus, Fett u.s. w. waren 
beseitigt. Zurtickblieb dann eine breiige Masse, die, wie. die 
mikroskopische Untersuchung lehrte, aus ganz unveriinderten 


1) Also ohne vorherige Extraction mit 0.9°/o NaCl. 


Leucocyten bestand. Die Zellen und Zellenkerne zeigten yor 
und nach der Kochsalzextraction keinen Unterschied. 

Das Nucleoproteid, Albumin, Globulin etc. gehéren des- 
wegen wahrscheinlich nicht den Thymuszellen selbst, vielmehr 
der Intercellularflissigkeit an. Diese Intercellularfliissigkeit 
enthilt kein Nucleohiston. 

Nachdem die Thymus mit 0,9°/oiger Kochsalzl6sung er- 
schopft war, ging man zur Extraction mit destillirtem Wasser 
iiber. Nach 2% oder besser 48 Stunden bekam man ein Ex- 
tract, welches sehr reich an Nucleohiston war. Nun war auch 
das mikroskopische Bild ganz veriindert: Man sieht keine oder 
jedenfalls wenige unveriinderte Zellen, nur kleine Korper, die 
sich intensiv mit Farben tingiren lassen. 

Es fragt sich nun: «Geht auch das Nucleoproteid in die 
Losung, wenn man nach Lilienfeld’s Methode die Thymus- 
substanz direkt mit Wasser ohne vorherige Behandlung mit 
O,9° oiger Kochsalzl6sung extrahirt?» Ist niimlich dies der 
Fall, so kann man annehmen, dass man mit dem Nucleohiston 
auch das Nucleoproteid niederschliigt, wenn man Essigsiure 
zur Ausfiillung des Nucleohistons der Wasserlosung zusetzt. 
Um dies zu entscheiden, war es nothwendig, eine Methode 
zur Trennung des Nucleohistons und des Nucleoproteids aus- 
findig zu machen. Man konnte zu dem Zwecke auf die Wir- 
kung einiger Salze rekurriren. Lilienfeld hat gefunden, dass 
das Nucleohiston nicht von MgSO,, bis zur Sittigung zugesetzt, 
niedergeschlagen wird. Nach seiner Auffassung scheint das- 
selbe der Fall mit gesiittigter Kochsalzlésung zu sein. Da 
nun aber das Nucleoproteid von diesen Salzen niedergeschlagen 
wird, kénnten vielleicht diese Salze zur Trennung gebraucht 
werden. 

Es liisst sich auch leicht nachweisen, dass die Sattigung 
des Wasserextractes aus Thymus mit MgSO, und NaCl einen 
reichlichen Niederschlag gab. 

Wenn man bei Lilienfeld findet, dass eine L6sung von 
Nucleohiston durch Siittigung mit MgSO, nicht niedergeschlagen 
wird, ist dies mir unbegreiflich und steht génzlich in Wider- 
spruch zu meinen Erfahrungen. Auch kann nicht der Einwani 
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gemacht werden, dass das Nucleoproteid vielleicht dann nicht 
von Essigséure niedergeschlagen wird, wenn man beide Korper 
in der Lésung hat, so dass man durch wiederholte Fiillungen 
und Lésungen eine reine Nucleohistonl6sung bekommen kann. 
Mischen wir némlich eine L6sung von Nucleoproteid mit einer 
<olchen von Nucleohiston, so bekommen wir mit Essigsiiure 
eine Fiallung, welche auch das Nucleoproteid enthiilt. Diese 
Fiillung wird von Alkali, zu ganz schwach alkalischer Reaction 
zugesetzt, wieder gelOst und die Lésung enthiilt auch das 
Nucleoproteid., 

Wenn man eine vom Nucleoproteid freie Nucleo- 
histonlOsung darstellen will, ist es deshalb noth- 
wendig, die Thymus erst mit 09° oiger Kochsalz- 
losung zu erschépfen oder sie auf eine andere Weise 
vom Nucleoproteid zu befreien. 

Nachdem ich diese Thatsache erkannt hatte, ging ich zur 
Darstellung des reinen Nucleohistons tiber. Die Thymusdriisen 
wurden fein zerschnitten und mit O.9° oiger Kochsalzl6sung 
erschoptt.  Darauf erfolgte die Extraction destillirtem 
Wasser. Das Wasserextract wurde dann zum Ueberfluss mit 
Kochsalz gesattige und zu meiner Ueberraschung bekam ich 
cine neue Fillung, die selbstverstiindlich kein) Nucleoproteid 
enthielt. 

War nun das Nucleohiston in diesem neuen Nieder- 
<chlag zu suchen oder war es in LOsung geblieben ? 

Der Niederschlag léste sich theilweise in Wasser. Die 
Wwisserige Losung gab mit Essigsiure keine Fiillung und ent- 
hielt folglich kein Nucleohiston., 

Das mit Kochsalz gesiittigte Filtrat wurde dialysirt. 
Nach zwei Tagen war es ziemlich arm an Kochsalz geworden. 
In dem Sehlauche hatte sich eine neue schmierige Fiillung 
gebildet, tiber dieser war die Losung ganz klar. Beide wurden 
wut Nucleohiston untersucht. Die schmierige Fiillung loste sich 
vollstandig in Wasser. Diese Losung verhielt sich ganz eigen- 
thiimlich: Setzte ich einige Tropfen gesiittigter Kochsalzlisung 
hinzu, bekam ich einen reichlichen Niederschlag, welcher sich 
sofort wieder léste, als ich mehr Kochsalz hinzufiigte. Auch 
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bei der Sittigung dieser LOsung mit Kochsalz blieb die Fliissig- 
keit ganz unveriindert. Genauer bestimmt brauchte man Koeh- 
salz bis 0,6°%'o zuzusetzen, um den Niederschlag zu erzeugen, 
und mindestens 2°/o Kochsalz hinzuzufiigen, um den Nieder- 
schlag zu Josen. Andere Salze, wie z. B. Ammoniumsulfat, 
verhielten sich ganz ebenso. Die Fiallung durch 0,6—0,9° . 


NaCl war keine quantitative. Diese Losung wurde nun aul 


Nucleohiston untersucht. Mit einer Mineralsiiure bekam_ ich 
eine reichliche Fiillung, welche keine Biuretreaction gab. Da- 
gegen gab diese Fiillung nach dem Kochen mit einer Minera|- 
siiure eine Lésung, welche mit AgNO, -++ NH, einen Nieder- 
schlag von Xanthinbasen gab. Das salzsaure Filtrat von dieser 
Nucleinsiiure (?) enthielt dagegen kein durch die Ammoniak- 
reaction nachweisbares Histon. Hieraus kann man mit 
Wahrscheinlichkeit schliessen, dass die schmierige Fiillung des 
kochsalzgesiittigten Filtrates kein Nucleohiston enthielt. Ds 
die iibrigen Histonreactionen auch negativ austielen, wurde dic 
Abwesenheit des Histons resp. Nucleohistons mit Sicherheit 
bewiesen, 

Wir konnen also zu der klaren dialysirten Losung tiber- 
gehen. Auch hier vermisste ich das Histon. Nur ganz win- 
zige Spuren waren nach der Behandlung mit 0,8 °/oiger Salz- 
siiure zu entdecken. (Die Salzsiiure bewirkte auch eine Fiillung 
einer Nucleinsiiure |? |.) 

Wir haben gefunden, dass das Wasserextract der Thymus- 
zellen durch Siittigung mit Kochsalz einen Niederschlag gibt wad 
weiter, dass das Filtrat dieses Niederschlages kein Histon 
enthiilt. Der Niederschlag lOste sich theilweise im Wasser, dic 
wWiisserige LOsung enthiilt also kein Nucleohiston. Zurtick stelit 
noch der in Wasser unlésliche Theil des Niederschlages. Dieser 
Theil muss das Nucleohiston enthalten. Und in der That! 
konnte man hier durch Behandlung mit O.8° oiger Salz- 
siiure einen Kérper extrahiren, welcher sich wie da- 
Thymushiston verhielt. Und nun war endlich das Nucleo- 
histon gefunden! ! 

Die Sache war aber gar nicht so einfach. Erstens konnte 
man nicht das Leuconuclein, die zweite Componente de- 


Nucleohistons, finden. Zwar blieb nach der Salzsiiurereaction 
ein unldslicher Theil zuriick, der aber leider sich gar nicht 
wie ein Leuconuclein verhielt. Zweitens war es auch ganz 
unbegreiflich, wie wenig Histon man im Salzsiureextract 
bhekam. Mehrere Driisen waren in Arbeit genommen und doch 
hekam ich nur eine héchst unbedeutende Menge Histon. Das 
kochsalzgesittigte Filtrat enthielt also kein Histon. Der im 
Wasser lOsliche Theil des Niederschlages (= Niederschlag des 
Wasserextractes durch Kochsalzsiittigung) enthielt keine durch 
Kssigsiiure (und Mineralsiiure) fiillbare Substanz, also kein 
Nucleohiston. Nur eine Moglichkeit war da: Das Histon 
kommt in wasseriger LOsung des Niederschlages vor, 
aber nicht als Nucleohiston. Um dies zu untersuchen, 
setzte ich zu einer Probe dieser Losung einige Tropfen Am- 
momak und ein Niederschlag kam zugleich zum Vor- 
schein. Zusatz von Alkali bewirkte ebenfalls eine richtige 
Fiillung. Die Fiillung loste sich in einer Spur von Salzsiiure 
und fiel bei Neutralisation der Lésung nicht aus. 

Nun ist der basische Eiweisskoérper Histon in) Wasser 
unloslich. Ks ist folglich nothwendig, dass die eine oder die 
andere Substanz das Histon hier in wiisseriger Losung erhiilt. 
Die wiisserige Losung reagirt neutral. Es ist deswegen tiber- 
schiissige Saure hier nicht vorhanden. Da aber die Alkalien 
das Histon hier ausfiillen., ist es wahrscheinlich, dass das 
Histon hier in salzartiger Verbindung vorkommt. Um dies zu 
untersuchen, wurde das Histon durch Alkohol und Aether aus 
der Wasserlésung niedergeschlagen, der Niederschlag wieder 
in Wasser gel6st und aufs Neue mit Alkoholiither nieder- 
geschlagen. Nach dreimaliger Fiillung wurde das Histon mit 
Alkali eingedischert, der Riickstand mit Wasser ausgezogen 
und mit AgNO, versetzt. Man bekam einen Niederschlag von 
Chlorsilber. Es ist deshalb ziemlich wahrseheinlich, dass das 
Histon als salzsaure Verbindung vorhanden ist. 

Damit ist nicht bewiesen, dass das Histon grosstentheils 
als salzsaure Verbindung in der Thymus existirt, obwohl dies 
nicht unwahrseheinlich ist. Das Histon ist bei unserem Ver- 
nirgends mit Salzsiiure in Beriihrung gekommen. Die 


kleine Menge freier Salzsiiure, welche bei Losung des Koch- 
salzes in Wasser entsteht, diirfte- wohl ohne Bedeutung sein, 
Auch habe ich bei einigen Versuchen die Siattigung mit Koch- 
salz so rasch wie modglich vollendet und den Niederschlag 
gleich filtrirt, ohne irgend einen Unterschied bemerken zu 
konnen. 

Dagegen ist es nicht unmodglich, dass das Histon tiber- 
haupt nicht als salzsaure Verbindung vorkommt. Das Chlor 
kann moglicher Weise nur eine Verunreinigung sein, die trotz 
der Leinigung verbleibt. Das Histon kommt vielleiclit 
mit Eiweisssubstanzen verbunden vor, obwohl die Verbindung 
des Histons mit den gewOhnlichen Eiweisskorpern in Wasser 
unlOslich ist. Nachdem das Histon aus der wiisserigen Losung 
mit Alkali niedergeschlagen ist, bekommt man auch in dem 
Filtrate eine deutliche Biuretreaction, obwohl das Histon quian- 
litativ ausgefillt wird. Die Alkaloidreagentien geben auch im 
Filtrate eine Fiillong. 

Ms ist deshalb nicht mit Sicherheit bewiesen, dass dis 
Histon als salzsaure Verbindung hier vorkommt, vielmehr. is! 
eine geringe Moelichkeit vorhanden, dass es als eine Eiweis=- 
verbindung existirt. 

Wir haben auch nicht mit Sicherheit bewiesen, diss 
der Korper, den wir mit dem Namen «Histon» bezeichnet 
haben, in der That) das Thymushiston ist. Zwar ist die 
Ammoniakreaction positiv ausgefallen, es stehen jedoch mehrere 
Histonreactionen aus, Nun war aber die Kochprobe  positiy. 
Beim Kochen der Losung bekam eine Fallung, wenn 
Kochsalz dabei war, keine Fiillung aber in kochsalzfreier oder 
kochsalzarmer Losung. Die Alkaloidreagentien schlugen den 
Korper bei neutraler Reaction nieder. Die Lésung gab mit 
einer EiweisslOsung oder Albumosenlésung einen Niederschiiag, 
der sich wie die Eiweiss-Histonfiillung verhielt.. Somit waren 
die meisten Histonreactionen positiv ausgefallen. Der einzige 
Unterschied war die Salpetersiiurereaction. Hier bekam man 
zwar eine Fiillung, diese Fiillung war aber beim Erhitzen nur 
unvollstiindig lislich. (Eine Salzsiiturebehandlung machte keinen 
Unterschied.) Was dieser Unterschied bedeutet, kann ich nicht 
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sagen. Da ich aber in allen tibrigen Fractionen vergebens 
nach dem Histon gesucht habe, kann dieser Unterschied wohl 
nur wenig bedeuten. Zuletzt wurde auch das gereinigte Histon 
analysirt. Das Resultat mehrerer Stickstoffanalysen, die alle 
cut tibereinstimmen, war ein N-Werth von 18,05° 0, welcher 
Werth ganz gut mit dem Stickstoffwerth, den ich fiir das Thymus- 
histon gefunden habe, niimlich 18,38°,0, tibereinstimmt. Da 
dies der Fall ist, kann man kaum daran zweifeln, dass hier 
ein Histon vorliegt, welches in allen wesentlichen Punkten mit 
dem Thymushiston tibereinstimmt. 

Wir haben also gefunden, dass man durch Sittigung des 
Wasserextractes aus Thymusdriisen mit Kochsalz einen Korper, 
welcher sich wie Histon verhilt, niederschlagen kann. Wir 
haben auch gefunden, dass das Nucleohiston in der Thymus iiber- 
haupt nicht vorkommt. Es fragt sich nun, warum kann man 
init Essigsiiure eine solche Fiillung bekommen, die als eine 
chemische Verbindung des Histons mit einem anderen Korper 
imponiren kann. 

Khe wie zur beantwortung dieser Frage tibergehen, 
mochte ich zuniichst einige Untersuchungen besprechen. Wenn 
man nach dem Erschépfen der Thymusdriise mit oiger 
Kochsalzlosung die Thymusdriise mit Wasser extrahirt, be- 
kommt man eine Lésung, die man direkt durch 0,9° oige 
Kochsalzlésung fractioniren kann. Man bekommt durch Zusatz 
von Kochsalz bis 0,9°'o einen Niederschlag und eine Losung. 
DenNiederschlag kann manim Wasser lOsen und durch wieder- 
holte L6sungen und Filllungen mit 0,9°, 0 Kochsalz weiter reinigen. 
Es liisst sich leicht zeigen, dass diese Lo6sung nur Spuren yom 
Histon enthélt. Die LOsung dagegen enthiilt das Histon, welches 
man durch Siittigung mit Kochsalz isoliren kann. 

Wenn man also den Niederschlag durch 0,9°o Kochsalz 
gelost hat, bekommt man durch Siittigung mit Kochsalz eine 
Fillung, die uns nicht weiter interessirt, und ein wasserklares 
Filtrat. Dieses Filtrat gibt mit Alkohol einen weissen Nieder- 
schlag, der sich im Wasser lost und aufs Neue mit Alkohol 
hiedergeschlagen werden kann. Nach wiederholten Reinigungen 
vekommt man einen Kérper, der keine Biuretreaction gibt. 
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Er lost sich in Wasser und gibt mit einer Mineralsiéure. nicht 
mit Essigsiiure, eine Fiillung. Die Substanz enthalt Nanthin- 
hasen und viel Phosphor. Die Tollens sche Pentosereaction 
ist positiv. Dagegen bekommt man nach dem = Kochen mit 
einer Mineralsiiure keine Reduction.  Einige quantitative 
Phosphorbestimmungen gaben leider kein so gut  iiberein- 
stimmendes Resultat, dass ich hier veréffentlichen will. Jeden- 
falls enthalt der Korper tiber 8° o Man kann deshalb nicht 
daran zweifeln, dass hier eine Nucleinsiure vorliegt. Wenn 
man dem beistimmen will, ist also bewiesen, dass die Thymus, 
oder correcter ausgedriickt, das Wasserextract der Thymus 
freie Nucleinsiiure enthilt oder jedenfalls, dass die Nuclein- 
siure In so loser Verbindung vorkommt, dass ein Zusatz von 
Alkohol die freie Siiure ausfillen kann. Wird das alkoholische 
Filtrat stark concentrirt, kann man daraus einen Korper  iso- 
liren, welcher eine Biuretreaction gibt, nicht aber von Salpeter- 
siiture niedergeschlagen wird. Die Alkaloidreagentien geben 
einen Niederschlag. Der Korper ist nicht das Parahiston. Die 
Nucleinsiiure selbst) gibt mit 0,9° oiger Kochsalzlosung ketnen 
Niederschlag, wenn man sie nach der Alkoholbehandlung in 
Wasser lost. Dies spricht entschieden dafiir, dass sie niclil 
als freie Nucleinsiiure im Wasserextract vorkommt, da man 
sie hier mit oiger Kochsalzlosung niederschlagen kann. 
Weitere Untersuchungen sind hier erforderlich. 

Obwohl die Nucleinsiiure selbst) nicht von Essigsiiure 
niedergeschlagen wird, bekommt man doch in einer Losung, 
welche die Nucleinsiiture und Eiweiss enthilt, mit Essigsiure 
einen reichlichen Niederschlag. Ebenso verhiilt sich die 
Nucleinsiiure und das Histon. In einer Lésung, die Nuclein- 
siiure und Histon enthélt, bekommt man = durch Essigsiure 
einen Niederschlag, welcher sowohl das Histon, als die Nuclein- 
siiure enthiilt. Wird ein solcher Niederschlag mit 0.8° oiger 
Salzsiiure behandelt, geht das Histon in die Lésung, nicht aber 
die Nucleinsiiure. Nun kénnen wir auch begreifen, was die 
Kssigsiiurefiillung des Wasserextractes aus Thymus, die mun 
Nucleohiston nennt, bedeutet. Das Wasserextract enthit 
nach unseren Untersuchungen Histon, Nucleinséiure und Nucleo- 
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proteid neben einigen anderen Substanzen, die uns hier nur 
wenig interessiren. Setzt man Essigsiiure hinzu, bekommt man 
einen Niederschlag, der aus dem Nucleoproteid und Histon- 
Nucleinsiiure besteht. Dies ist das «Nucleohiston». Wird 
nun das «Nucleohiston» mit O,8°/oiger Salzsiiure extrahirt, 
veht das Histon in die Loésung und das «Leuconuclein», d. h. 
das Nucleoproteid Nucleinsiiure bleibt zuriick. 

Nun steht es aber fest, dass man im Wasserextract aus 
Thymus das Histon durch die Ammoniakreaction nicht er- 
kennen kann. Man hat ja auch dies als einen Beweis dafiir 
angesehen, dass kein freies Histon hier vorkommt. Ich habe 
in einer friiheren Arbeit bewiesen, dass der Ammoniakreaction 
keine besondere Bedeutung als Histonreaction zukommt. Dass 
der negative Ausfall der Ammoniakreaction hier keine Bedeu- 
tung hat, ist auch leicht zu demonstriren. Zuerst will ich daran 
evinnern, dass das Histon mit Eiweiss vermischt, nicht durch 
Ammoniak niedergeschlagen wird: ich kann jetzt hinzufiigen : 
wich das Histon wird nicht von NH, niedergeschlagen, wenn 
die Nucleinsiiure dabei ist. Wenn nun das Wasserextract 
aus Thymus sowohl Histon, als Eiweiss und Nucleimsiure ent- 
hilt, kann das Histon nicht durch Ammoniak niedergeschlagen 
werden. 

Weiter habe ich gefunden, dass das Histon mit einer 
LiweisslOsung einen Niederschlag gibt. Es ist deshalb schwer 
verstindlich, dass man hier sowohl Histon als genuinen Eiweiss- 
korper in der Losung hat. Nun habe ich diesmal auch ge- 
tunden, dass das Histon nicht diese Eiweisskorper nieder- 
<chliigt, wenn die Losung auch die Nucleinsdure enthiilt. 
Hierdurch ist auch dieser Widerspruch beseitigt. 

Durch diese nur vorlaufigen Untersuchungen glaube ich 
festgestellt zu haben, was wir unter dem Nucleohiston zu ver- 
~tehen haben, jedoch dies nur in den Hauptziigen. Sicher spielen 
auch mehrere andere nicht oder wenig studirte Substanzen, 
die hier vorkommen, eine untergeordnete, aber nicht zu iiber- 
<ehende Rolle. Meine Bemerkungen geben nur eine Orientirung 
liber die Frage. Der Weg, den man hier gehen soll, ist aber, 
glaube ich, gezeigt. 


j 
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Zur Uebersicht der Befunde der fractionirten Untersuchung 
auf Thymus stelle ich die Thatsachen in folgender Tabelle 
zusammen. 


Thymussubstanz mit 0,9°/oiger Kochsalzlésung extrahirt. 


a) Losung enthalt: Albumin, a) Unléslicher Theil mit destil- 
Globulin, Nucleoproteid. lirtem Wasser extrahirt. 
b) Lisung mit 0.9% iger Unloslicher Theil nicht 
Kochsalzlésung versetzt. genauer untersucht, ent- 
| halt wahrscheinlich ein 
Nucleoproteid. 
¢) Niederschlag in Wasser gelést, mit Koch- c) Lésung mit Kochsalz gesattigt. 


salz gesattigt. 


d) Niederschlag d) Filtrat mit Alko- dy) Niederschlag be- dg) Filtrat enthal! 


Wweisskorper, viel- hol versetzt. steht aus Histon Nucleinsaure. 

leicht histonartig. und wahrschein- wahrscheinlich 
lich geringen Men- dieselbe wie 
gen anderer Sub- Fraction e. 
stanzen. 


e) Niederschlag besteht aus Nu-  e) Filtrat histon- oder protamin- 
cleinsaure, ahnlicher Korper. 


Anhang. 


In den verschiedenen Fractionen habe ich auch nach 
dem Parahiston, einem von Fleroff gefundenen Korper, ge- 
sucht, habe aber keinen guten Erfolg gehabt. Dass indessen 
ein solcher Korper in der That in der Thymus vorkommt, ist un- 
bestritten. Ich selber habe das Parahiston nach Fleroft = 
Vorschrift, gefunden und ein wenig untersucht. Meine Unter- 
suchungen, die Fleroffs Beobachtungen vervollstindigen, 
sollen hier in aller Kiirze erwihnt werden. 

Das Parahiston hat wie die Histone und Protamine einen 
deutlich adstringirenden Geschmack. Die Biuretreaction uni 
Millon’sche Reaction waren positiv. Beim Kochen mit Sal- 
petersiiure bleibt. die Losung farblos, schliigt aber nach dem 
Zusatz von Ammoniak ins Gelbe itiber. Eine ParahistonlOsung 
gibt mit) Ammoniak keinen Niederschlag, gleichgiiltig, 
Ammoniaksalze dabei sind oder nicht. Ebenso verhalt sich 
verdiinnte Natronlauge. Dagegen gibt 30° oige Natronlauge eine 
Fiillung von Parahiston, anscheinend mit unveriinderten Eigen- 
schatten. 

Die Salpetersiiureprobe und Kochprobe sind negativ. Die 
Alkaloidreagentien schlagen das Parahiston nieder. Das Para- 
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histon gibt mit einer L6sung von Serumeiweiss einen Nieder- 
schlag, nicht aber mit einer Lésung von Ovalbumin oder 
Witte schem Pepton. Der Niederschlag des Parahistons mit 
Serumeiweiss lost sich in 10°/oiger Kochsalzlésung. Ebenso 
verhilt sich der Niederschlag von Eiweiss und Histon. 

Von den Neutralsalzen gibt gesiittigte Ammoniumsulfat- 
ljsung eine Fallung, nicht aber gesiittigte Kochsalzlésung, auch 
nicht durch Siittigung der Parahistonldsung mit Kochsalz. 
Durch Ammoniumsulfat habe ich schon vor Fleroff das Para- 
histon isolirt, aber nicht genau untersucht. 


Bemerkungen zu der vorhergehenden Abhandlung des 
Herrn Ivar Bang. 
Von 
A. Kossel. 


Lilienfeld?) hat aus dem Wasserextract der Thymus- 
driise und der isolirten Lymphzelle durch Fiéllung mit Essig- 
Niederschlag erhalten, den er Nucleohiston 
nennt. Derselbe liisst sich in organische bestandtheile saurer 
und basischer Natur zerlegen und es ist’ selbstverstiindlich. 
dass die sauren und basischen Affinitiiten dieser Stoffe in dem 
Niederschlag sich gegenseitig absiittigen miissen, dass also 
das Nucleohiston als eine salzartige Verbindung aufzufassen 
ist. Es ist tiberdies von Lilienfeld durch Kohlenstoff-, 
Wasserstoff-, Stickstoff} und Phosphor-Bestimmungen festgestellt 
worden, dass das Nucleohiston eine constante, durch Umfiillung 
nicht zu iindernde Zusammensetzung besitzt. 

Eine von der Existenz des Nucleohistons vollig unab- 
hiingige Frage ist die, ob dieser Stoff in der Zelle priiformirt 
ist. Man wird geneigt sein, diese Frage zu bejahen, da man 
annehmen darf, dass die sauren und die basischen Affinitiiten 
der Componenten des Nucleohistons sich auch im lebenden 
Protoplasma geltend machen: aber eine kkire, festbegriindete 
Kinsicht in) die chemischen Beziehungen, welche zwischen 
sauren und basischen Bestandtheilen des Zellleibes obwalten, 
ist durch die Untersuchung der im = Zellextract gefundenen 
Bestandtheile tiberhaupt nicht zu erbringen. | 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 478. 
2) |. ¢. S. 480. 
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Die merkwiirdige Schlussfolgerung, zu welcher Herr Ivar 
Bang in der vorhergehenden Abhandlung kommt, liisst sich 
nur daraus erkléren, dass Herr Bang die eben definirte Frage- 
stellung nicht klar erfasst hat. Herr Bang vermengt offenbar 
die Frage nach der Existenz des Nucleohistons mit der Frage 
nach dem praformirten Vorkommen in der Zelle. Herr Bang 
hbehauptet nach seinem Verfahren die Bestandtheile des Nucleo- 
histon gesondert aus dem Thymusgewebe dargestellt zu haben. 
Will Herr Bang hieraus in allem Ernst den Schluss ziehen, 
dass diese bestandtheile, die zum Theil saure, zum Theil 
basische Eigenschaften besitzen, sich unter anderen Verhiilt- 
nissen b. bei dem Lilienfeld’ schen Verfahren, nicht zu 
einem salzartigen Korper, dem «Nucleohiston»  vereinigen 
konnen? Oder will Herr Bang nur behaupten, dass das Nucleo- 
histon nicht in der Zelle priiformirt ist? ersteren Falle 
muss Herr Bang auch die Existenz des Kochsalzes leugnen, 
da man die Bestandtheile desselben gesondert darstellen kann, 
im letzteren Falle ist die der Bang’schen Abhandlung voran- 
vestellte, gesperrt gedruckte These «Es gibt kein Nucleohiston >, 
sinnlos. Die Lilienfeld’ schen Arbeiten werden dann durch 
die Eroérterungen des Herrn Bang gar nicht beriihrt. 

Offenbar glaubt Herr Bang durch seine Untersuchungen 
den Nachweis geliefert zu haben, dass die Componenten des 
Nucleohistons, némlich Nucleinsiiure, Nuclein und Histon in der 
Zelle nicht mit einander vereinigt sind, da sie bei Behandlung 
des Thymusgewebes mit KochsalzlOsung, Wasser und Alkohol 
vesondert erhalten werden. Dieser Beweisfiihrung liegt die 
unrichtige Voraussetzung zu Grunde, dass das Kochsalz gegen- 
liber den in der Zelle wirksamen chemischen Affinitiéiten ein 
indifferentes Agens sei. Wer die schnelle Zerst6rung nuclein- 
reicher Gebilde, z. B. gewisser SpermakoOpfe, durch Kochsalz- 
losung gesehen hat, wird die chemische Wirkung des Koch- 
alzes auf die salzartigen Verbindungen der Nucleinstoffe fiir 
eine sehr intensive halten. Dasselbe folgt tibrigens auch aus den 
Angaben des Herrn Bang selbst — soweit sich aus den wenig 
eingehenden Untersuchungen desselben tiberhaupt ein Schluss 
ziehen liisst. Man muss niimlich aus dem Versuch des Herrn 


Bang schliessen, dass die durch 0,9°/o Kochsalz fillbare Ver- 
bindung der Nucleinsiiure durch concentrirte Kochsalzlésung 
zerlegt wird. Die Frage nach der Priiexistenz des Nucleo- 
histons in der Zelle ist also nach den Untersuchungen des 
Herrn Bang ebenso dunkel, wie sie vorher war. 

Kine genauere Beurtheilung der Versuche des Herrn 
Bang wird dadurch unmiglich gemacht, dass die Angaben 
des Herrn Bang tiber die in den einzelnen Fractionen er- 
haltenen Korper ganz unvollstiindige sind. 

Herr Bang verschweigt, dass bereits Herr Lilienfeld 
durch Extraction der) Thymusdriise mit. Kochsalzlosung ein 
Nucleoproteid) dargestellt und analysirt hat.t) Es entspricht 
nicht dem Gebrauch bei wissenschaftlichen Discussionen, dass 
der Leser durch Verschweigung dieser Thatsache in dem 
Glauben gelassen wird, Herr Lilienfeld habe diesen Korper 
iibersehen, sei dadurch zu unrichtigen Vorstellungen gekommen 
und es sei erst Herrn Bang vorbehalten geblieben, durch die 
Auffindung dieses Nucleoproteids die Sachlage kliiren. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XVIT, S. 475. 


Zur Frage nach dem Chemismus der vitalen Harnstoffbildung. 


Einleituneg. 


Von 


WI. Gulewitsch. 


Der Redaction zugegangen am 4. August 100.) 


Die schon seit langer Zeit: existirende Theorie, welche 
die Harnstoffbildung im Thierorganismus mit der Thiitigkeit 
von Oxydationsprocessen in einen Causalzusammenhang stellt, 
hat ihre bedeutung bis jetzt bewahrt, wenn auch nicht in 
ihrem ganzen Umfange. Wiihrend man frither die Harnstoli- 
hildung im Thierorganismus als Process einer rein oxydativen 
Spaltung von Eiweisskorpern betrachtete und sogar zur Meinung 
von der Priiexistenz des Harnstoffrestes im Eiweiss geneig! 
war, theilen die neueren Theorien, z. B. Schmiedebergs?) 
Anhydridtheorie, auch den anderen Processen, ausser den 
oxydativen, eine Mitwirkung bei der vitalen Harnstoffbildung 
zu. Desgleichen erkliirt z. B. die von Schultzen und Neneki*) 
vorgeschlagene Carbaminsiiuretheorie in ihrer neueren von 
Drechsel*) und Nencki*) gegebenen Gestalt die Bildung des 
Harnstoffs im lebendigen Organismus durch die sich abwechselnd 
abspielenden Oxvdations- und Reductionsprocesse. 

Die Bedeutung der Oxydationsreactionen fiir die vitale 


1) Arch, f. exp. Path. u. Pharm., Bd. & 5. 1. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 2, 5. 566. 

3) Beitriige zur Physiologie, C. Ludwig zu seinem 70. Geburtstage 
sewidmet. Leipzig 1886. S. 1. 

4) M. Hahn, O. Massen, M. Nencki und J. Pawlow. Arch. f. 
exp. Path. u. Pharm., Bd. 32, S. 206. 
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Harnstoffbildung wird vom Standpunkt der neueren Theorien 
aus noch dadurch beschriinkt, dass die meisten von diesen 
Theorien den Satz zulassen miissen, dass als unmittelbares 
Material fiir die Harnstoffbildung auch diejenigen Substanzen 
dienen konnen, deren Vorkommen im Organismus nicht) un- 
hedingt in einen Zusammenhang mit der oxydativen Spaltung 
von Eiweisskérpern zu bringen ist. So soll sich z. nach 
Schmiedebergs Theorie der Harnstoff im Organismus au- 
Kohlensiure und Ammoniak bilden, wobei das Ammoniak 
sowohl ein Oxydationsprodukt der  stickstoffhaltigen Bestand- 
theile des Organismus sein, wie auch zum Organismus von 
aussen her gelangen oder sich bei der hydrolytischen Zer- 
spalfung der Eiweissstoffe der Nahrung durch die Verdauung 
resp. bet der Hydrolyse der stickstoffhaltigen Bestandtheile de- 
Qrganismus selbst bilden kann. 

Mit dieser Begrenzung aber, welche als unentbehrliches 
Postulat der neueren Vorstellungen von der vitalen Harnstoti- 
hildung folgt, wird die Hauptmenge des sich im Organismus 
bildenden Harnstoffs auch zur Zeit (und zwar mit Recht) als 
Produkt der Einwirkung von oxydativen Processen des Organis- 
mus betrachtet. Gerade kiirzlich sind noch zwei Beweise fiir 
die oxydative Bildung des Harnstoffs im Organismus erbracti! 
worden, Der eine ist die Entdeckung von Oxydasen, dure 
deren Vermittelung man die Phiinomene der vitalen Oxydation 
zu erkiiiren versucht. Der andere Beweis ist die von Hot- 
meister!) gefundene Bildung von Harnstoff bei kiinst- 
lichen Oxydation von Eieralbumin und Leim. Bekanntlich war 
A. Béechamp der Erste, welcher den Harnstoff durch kiinst- 
liche Oxydation von Eiweiss bekommen haben wollte, doc! 
erwies sich spiiter diese Behauptung von A. Béchamp als 
eine irrthiimliche und vor den Hofmeister schen Unter- 
suchungen konnte der Harnstoff durch die Oxydation von 
weissstoffen trotz der zahlreichen Arbeiten in dieser Richtung 
nicht erhalten werden. Die negativen Resultate friiherer Unter- 
suchungen diirfen keineswegs gegen die oxydative Bildung vou 


1) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 37, 3. 435. 
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Harnstoff im Organismus sprechen, da der Organismus fiir 
seine chemische Thiitigkeit sicher andere Mittel benutzt als 
diejenigen, die dem Chemiker in seinem Laboratorium zur Ver- 
fiigung stehen. Obgleich die Bildung des Harnstoffs in Hof- 
meister s Versuchen unter Bedingungen erzielt wurde, die 
von denjenigen jedenfalls verschieden waren, welche im leben- 
den Organismus Statt haben, fiillen diese interessanten Unter- 
suchungen die Liicke auf willkommene Weise aus, die bis 
jetzt in der Lehre von der oxydativen Bildung des Harnstofis 
aus stickstoffhaltigen  bestandtheilen des Organismus  vor- 
handen war. 

Wenn wir fiir die Erklarung der vitalen Bildung des 
Harnstoffs ausser den rein oxydativen Processen noch die 
Harnstoffsynthese durch die Einwirkung Anhydrirungs- 
processen und Processen der abwechselnden Oxydation und 
Reduction anerkennen werden, sind dadurch alle Wege noch 
nicht aufgeziihlt, die zur Bildung des Harnstoffs im Organismus 
fiihren: es bleibt unter Anderem noch eine Gruppe von Reac- 
tionen, die den Harnstoff im Organismus erzeugen konnen —- 
namentlich die der Reactionen von hydrolytischer Spaltung 
dev stickstoffhaltigen Bestandtheile des Organismus. 

Schon seit langer Zeit sind einige Substanzen im Orga- 
hismus bekannt, z. B. Kreatin, Kreatinin, Oxalursiiure u. A., aus 
denen der Harnstoff durch hydrolytische Spaltung sehr leicht 
erhalten wird, und unwillkiirlich ergibt sich die Vermuthung, 
dass auch im Organismus ein Theil des Harnstoffs durch die 
Hydrolyse dieser Verbindungen entsteht. In neuerer Zeit fand 
Drechsel,!) dass das sogenannte Lysatin, welches er bei der 
livdrolvtischen Spaltung der Eiweissstoffe entdeckt hat, beim 
Kochen mit Barytwasser Harnstoff liefert: aus dieser That- 
sache zog Drechsel die Folgerung, dass der Harnstoff sich 
In) Organismus auch durch die hydrolytischen Processe bilden 
kann. Die Bedeutung dieser Angabe von Drechsel wurde 
noch dadurch bekriiftigt, dass eine Reihe von héchst inter- 
essunten und wichtigen, in dieser Zeitschrift: verdffentlichten 


1 Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 23, S. 3096. 


Arbeiten von Hedin,!) A. Kossel,?) Kutscher,%) und 
E. Schulze‘) gezeigt hat, dass alle Eiweissstoffe, der hydro- 
lytischen Spaltung durch siedende Mineralsduren unterworfen, 
Arginin meistens in einer betriichtlichen Menge liefern; das 
Arginin aber, wie E. Schulze und Likiernik®) gefunden 
haben, sich beim Kochen mit Barytwasser unter Bildung von 
Harnstolf zersetzt. 

Drechsel (a. a. O.) glaubte sogar, die Menge des Harn- 
stoffs, die sich im Organismus durch die hydrolytische Spaltung 
der Eiweissstoffe bilden kann, durch Rechnung feststellen zu 
konnen. Indem Drechsel die von Schiitzenberger®) bei 
der Barvtspaltung des Elweisses bestimmte Menge Kohlensiiure 
als Aequivalent fiir das zuerst abgespaltene Lysatin und den 
daraus hervorgehenden Harnstoff betrachtete, meinte er, dass 
durch die vitale Hydrolyse der Eiweissstoffe eine Menge Harn- 
stoff entsteht, die 10° der gesammten sich im Organisius 
hildenden Quantitiit, Harnstoff betrigt. Aber die Giiltigkeit 
einer solchen Berechnung kann aus verschiedenen Griinden 
bezweifelf werden. Erstens ist) es nicht bekannt. ob nicht 
die Kohlensiiuremenge, auf die Drechsel seine Annahine 
basirte, einem anderen Spaltungsprodukte der Eiweiss- 
stoffe als dem = Lysatin oder, wollen wir jetzt lieber sagen, 
dem Arginin ihre Quelle hatte. Zweitens kann man aus ki- 
weissstoffen eine gréssere Menge Arginin) bekommen, als 
nach der von Schiitzenberger gefundenen Quantitiit Kohlen- 
siiure vorauszusetzen wire. So betrigt z. B. nach Haus- 
mann s*) Bestimmungen der Stickstoff, der bei der Spaltung 
des Eiweisses durch Mineralsiiuren in die durch die Phosphor- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 186; Bd. XXI, 8S. 155. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 8S. 176; Bd. XXV, S. Vgl. auch: 


A. Kossel und F. Kutscher, Sitzungsber. d. Ges. zur Beford. d. ge- 
sammt. Naturw. zu Marburg, Sitzung vom 6. April 1900. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 3. 195, 551; Bd. XXVI, 8. 110. 

4, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 276. a 

5) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 24, S. 2701. 

6) Ann. de chim. et de phys. [5], vol. 16, p. 289; Bull. de la soe. 
chim. de Paris, vol. 23, p. 161. 

7) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 143. 
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wolframsiiure fallbaren Basen iibergeht, fiir das Oxyhiimoglobin 
23.51% 0, fiir das Serumglobulin 24,95° 0, fiir das Globin 
29.37°/o, fiir den Leim 35,83°/o der gesammten Stickstofimenge, 
und Arginin macht bekanntlich die Hauptmasse von drei bei 
der Eiweisshydrolyse zu erhaltenden Hexonbasen: Arginin, 
Histidin und Lysin. Andererseits aber darf man nicht behaupten, 
dass die ganze Menge Arginin, die aus dem Eiweiss durch 
die kiinstliche Spaltung entsteht, sich auch im Organismus 
daraus bildet; die Processe der vitalen Eiweisszerlegung, sogar 
die der hydrolytischen, miissen, sowohl qualitativ, wie auch 
quantitativ, von den Processen der kiinstlichen Hydrolyse 
zweitellos verschieden sein. Ausserdem ist es denkbar, dass 
die durch Kochen der Eiweissstoffe mit Siiuren veranlasste 
Bildung von Arginin unter Atomverschiebung statthat, welche 
von der sich bei der vitalen Eiweissspaltung abspielenden 
bedeutend verschieden sein kann. solche Atomver- 
schiebung schon bei einfacher Spaltung von einfachen Ver- 
bindungen, wie z. b. bei der Alkoholgihrung der Glucose, 
heobachtet wird, so ist sie noch leichter moéglich bei der hydro- 
lytischen Spaltung von so complicirt zusammengesetzten Korpern, 
wie es die Eiweissstoffe sind. 

Wenn aber die Harnstofimenge, welche sich im Organis- 
mus durch die Hydrolyse der stickstoffhaltigen Bestandtheile 
bildet, sich zur Zeit auch nicht annahernd ausrechnen lisst, 
soll jedentfalls die Drechsel’sche Vorstellung iiber die Méglich- 
keit dieser Bildungsweise des Harnstoffs als ganz richtig aner- 
kannt werden. Die Produkte der kiinstlichen hydrolytischen 
und der vitalen Eiweissspaltung sind einander so ahnlich, dass 
die Vermuthung ganz gerechtfertigt ist, dass bei der im Or- 
ganismus statthabenden Eiweisszerlegung eine gewisse Menge 
Arginin entsteht, welches durch Hydrolyse theilweise in Harn- 
stolf tibergeht, der Harnstoffbildung beim Kochen des Arginins 
tit Barytwasser entsprechend. Es gibt bis jetzt keine ex- 
perimentellen Beweise dafiir, dass ein Theil des Harnstoffs 
sich im Organismus in der That auf diese Weise bildet, und 
der Drechsel’schen Ansicht wurde bis jetzt wenig Aufmerk- 
samkeit geschenkt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. 3k 


Was den Chemismus der vitalen Bildung des Harnstoffs 
aus Eiweissstoffen durch die Vermittelung von Arginin § betrifft, 
so ist es kaum zu bezweifeln, dass das Arginin im Thierorganis- 
mus durch die hydrolytische und nicht durch die oxydative 
Kiweissspaltung entstehen muss. Darauf weist die Bildung 
von bedeutenden Argininmengen bei der kiinstlichen Zersetzung 
der Eiweissstoffe durch siedende Mineralsiituren bei Gegenwart 
von reducirenden Mitteln (Zink oder Zinnchloriir) hin. Einige 
Zweifel kinnten hier durch die Untersuchung von Bernert!) 
entstehen: der Verfasser hat niimlich bei der Oxydation des 
Kiweisses mit iibermangansaurem Kali unter den Reactions- 
produkten Substanzen gefunden, die nach ihren Eigenschaften 
eine Aehnlichkeit mit den Hexonbasen, unter Anderen auch 
mit Arginin, zeigten. Aber wie es aus der Beschreibung des 
Untersuchungsganges ersichtlich ist, darf man wohl annehmen, 
dass die von Bernert erhaltenen Hexonbasen ein Hydratations- 
und kein Oxydationsprodukt waren. Die Moéglichkeit der Hy- 
dratation bei den Bernert’schen Versuchen wurde durch zwei 
Bedingungen gegeben: erstens durch die langdauernde, bei 
Zimmertemperatur stattfindende EKinwirkung der bei der Re- 
duction des ibermangansauren Kalis gebildeten Kalilauge; dass 
Albumosen, Peptone und Basen bei seinen Versuchen auf diese 
Weise gebildet werden konnten, betont der Verfasser selbst.?) 
Zweitens konnte die Hydratation bei den Bernert’schen Ver- 
suchen dadurch verursacht werden, dass der Verfasser die 
Hexonbasen aus der Losung isolirte, die Albumosen und Pep- 
tone enthielt und die vorher eine liingere Zeit mit Schwefel- 
siiture bis zur vollstiindigen Austreibung der fliichtigen Siuren 
gekocht wurde; es liegt auf der Hand, dass die Hexonbasen 
hei diesen Bedingungen unvermeidlich als Spaltungsprodukte 
von Albumosen und Peptonen durch die Einwirkung der sieden- 
den Siiure entstehen mussten. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 3. 272. ’ 

2) L. ¢., 5. 293. Die Untersuchungen von Fr. N. Schulz (diese 
Zeitschr., Bd. XXIX, 5S. 102) zeigen, wie stark durch Oxydationsprocesse 
die Fiihigkeit des EFiweisses erhoht wird, sogar durch schwach wirkende 
Agentien hydratirt zu werden. 
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Fir die Erkliirung des Chemismus des vermuthlichen 
Ueberganges von Arginin in Harnstoff im Organismus diirften 
folgende Processe mitherangezogen werden: durch die Hydro- 
lyse zerfallt das Arginin unter Bildung von Ornithin und Gua- 
nidin. Das Guanidin geht ebenfalls hydrolytisch in den Harn- 
stoff iiber; da der im Arginin sich befindende Guanidinrest 
bei der kiinstlichen Hydrolyse leicht in den Harnstoff tiber- 
cefiihrt wird, ist die Vermuthung ganz consequent, dass die- 
selbe Reaction auch im Organismus vor sich gehen kann. 
Das Ornithin ist eine Diaminosiiure. Fiir die Monoamino- 
siituren ist durch die Untersuchungen von Schultzen und 
Nencki,?) Salkowski?) und v. Knieriem®*) die Méglichkeit 
des Ceberganges im Organismus in Harnstoff bewiesen. Wenn 
das Ornithin sich den Monoaminosiiuren analog im = Organis- 
mus ebenfalls in) Harnstoff verwandelt, kann es als eine 
ad-Diaminovaleriansiiure keinen Harnstoff durch die einfache 
Hvydratation liefern; sein Uebergang in den Harnstoff, wie 
auch der der Monoaminosiiuren, muss durch mehr complicirte 
chemische Processe zu Stande kommen. 

Man darf weiterhin wohl annehmen, dass mit der Ab- 
spaltung des Arginins aus dem Eiweiss und mit dem Ueber- 
gang des Arginins in Harnstoff die Betheiligung der Hydra- 
tationsreactionen an dem Processe der vitalen Harnstoffbildung 
nicht erschodpft ist. Es ist noch denkbar, dass nicht nur 
das Arginin im Organismus durch die Eiweisshydrolyse  ent- 
steht, sondern auch der Process der vitalen Eiweissspaltung 
tberhaupt durch die gleichzeitige Kinwirkung von Oxydations- 
und Hydratationsreactionen bewirkt wird. Die Wichtigkeit der 
Hvdratationsprocesse in der chemischen Thitigkeit des Orga- 
nismus ist offenbar; es ist hinreichend, auf die peptische und 
tryptische Verdauung, auf die Umwandlung von Polysacchariden 
in Di- und Monosaccharide, auf die Fettzerspaltung durch die 
Kinwirkung von Steapsin und lipolytischem Ferment des Blutes 


1) Zeitschr. f. Biol., Bd. &, S. 124. 
“) Diese Zeitschr., Bd. IV, S. 100. 
3) Zeitschr. f. Biol., Bd. 10, S. 2 
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hinzuweisen. Auch in dem Chemismus des vitalen Eiweiss- 
umsatzes konnen die Hydratationsprocesse nicht bedeutungs- 
los sein. Die Moglichkeit der hvydrolytischen Eiweissspaltung 
im Organismus wird schon durch die Identitiit von mehreren 
als Eiweisszerspaltungsprodukte zu betrachtenden Bestandtheilen 
desselben!) mit den Produkten der kiinstlichen hydrolytischen 
Kiweisszerlegung angedeutet. Dass die Spaltungsprocesse der 
complicirten Bestandtheile des Organismus sogar bei Abwesen- 
heit der Oxydationsprocesse statthaben konnen, zeigen die be- 
kannten Versuche von L. Hermann?) und Bunge,%) die be- 
obachtet haben, dass die tiberlebenden Muskeln und die Darm- 
parasiten auch in einem sauerstofifreien Raume energische Be- 
wegungen austiihren und Kohlensiiure abgeben kOnnen: es muss 
somit bei diesen Versuchen die nicht oxydative Spaltung der 
complicirten, Bestandtheile die in diesen enthaltene potentielle 
Knergie in die kinetische Form tibergefiihrt haben. Desto 
leichter konnen die hydrolytischen Spaltungsprocesse bei der 
vleichzeitigen, Oxydation im Organismus verlaufen., 

Z7ur Zeit liisst sich die Frage noch nicht beantworten, 
in welchem quantitativen und zeitlichen Verhaltniss die hydro- 
Ivtische und die oxydative Eiweissspaltung im Organismus zu 
eimander stehen. Am wahrscheinlichsten diirfte vielleicht die 
Vermuthung sein, welche die Erscheinungen der vitalen Ei- 
weisszerlegung mit denen der successiven Spaltung und Oxy- 
dation der Eiweissstoffe ber der Verbrennung in’ Parallele 
~tellt: moglicher Weise wird die vitale Eiweissspaltung mit den 
hvdrolytischen Processen begonnen, und die mehr oder weniger 
complicirten, Produkte dieser hydrolvtischen Zerlegung werden 
dann oxvdirt. bet dieser Vermuthung kénnten die Processe 
der hydrolytischen Eiweissspaltung das Material fiir diejenige 
Form der Harnstoffbildung liefern, welche z. B. an den von 
aussen in den Organismus eingeftihrten Produkten der hydro- 
ivtischen Eiweisszersetzung (den Aminosiduren) nachzuweisen ist. 


1, Harnstoff, Glycocoll, Amidovaieriansiure, Leucin, Tyrosjn, Cystin. 
Ammoniak. 

2) Untersuchungen tiber den Stoffwechsel der Menschen. Berlin. 
62 und 67. 

3) Diese Zeitschr., Bd. VII, S. 48. 


Der Entscheidung der Frage nach der Bildung von Harn- 
stoff im Organismus aus Eiweissstoffen durch die Vermittelung 
von Arginin kann man schon jetzt experimentell niher treten. 
Zu dem Zwecke sind zuerst zwei Untersuchungsreihen aus- 
zufiihren. Man muss erstens entscheiden, ob das vorgebildete 
Arginin als ein normaler Bestandtheil des Thierorganismus 
vorkommt (in den Pflanzen wurde das Arginin bekanntlich 
von E. Schulze und Steiger!) schon vor langer Zeit  aul- 
gefunden); zweitens ist es nothwendig, Versuche tiber den 
vermuthlichen Uebergang von Arginin in den Harnstoff im 
Organismus auszufitihren. 

Die Untersuchungen fehlen bis jetzt in beiden Richtungen, 
aber einige Betrachtungen lassen schon zur Zeit das Vor- 
kommen des Arginins als eines Bestandtheiles des Organismus 
erwarten. So kann z. B. das Arginin in den Organismus mit 
der pflanzlichen Nahrung eingefiihrt werden. Wie Kutscher?) 
cezeigt hat, entsteht das Arginin bei der kiinstlichen: tryptischen 
Verdauung der Eiweissstoffe: zwar dauerte die Digestion von 
Kiweiss mit der verdauenden Fliissigkeit in den Kutscher- 
schen Versuchen 12 resp. 40 Tage, doch diirfte man erwarten. 
dass eine obgleich geringe Argininmenge sich auch unter den 
im Darmkanal vorhandenen Bedingungen bilden kann. Auch 
die Erkenntniss, dass die den Vogeln gegebene Benzoesiiure 
und Toluol von ihnen als Ornithursiiure, d. h. Dibenzoyvlornithin, 
ausgeschieden werden,?) fiihrt nothwendig zu der Vorstelling, 
dass wenigstens bei den Vogeln bei der Zerspaltung des Ei- 
welsses das Ornithin im Organismus erscheint, und es. ist 
wohl moglich, dass im Organismus nicht nur das Ornithin, 
sondern auch das Guanidinderivat desselben, d. h. das Arginin., 
vorkommt. 

Von den oben zusammengestellten Erwiigungen  aus- 
gehend, wollte ich die Vermuthung von der Moéglichkeit der 
vitalen Harnstoffbildung bei der hydrolytischen Eiweissspaltung 
durch die Vermittelung des Arginins experimentell priifen. In 

1) Diese Zeitschr., Bd. XI, 3. 43. 

2) Diese Zeitschr., Bd. XXV, 5. 195: Bd. XXVI, S. 110. 

3) M. Jaffé, Ber. d. deutsch. chem. Ges... Bd. 10, S. 1925; Bd. 11. 
>. 406, H. Mever, ibid., Bd. 10, 5. 1930. 
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dieser Richtung habe ich mit einigen Mitarbeitern gemein- 
schaftlich eine Reihe von Untersuchungen begonnen. In der 
folgenden Abhandlung werden die Resultate mitgetheilt, welche 
bei der Untersuchung iiber das Vorkommen yon Arginin in 
der Milz erhalten wurden. 

Zum Schluss mochte ich darauf hinweisen, dass man 
wohl nicht annehmen kann, die gesammte. tiiglich producirte 
Harnstofimenge entstehe auf einem und demselben Wege. 
Der Harnstotf soll in allen Geweben und Organen des Organis- 
mus, vor Allem aber in der Leber, gebildet werden. Bei der 
bedeutenden Differenzirung der chemischen Function von ver- 
<chiedenen Theilen des Organismus ist die Annahme unent- 
behrlich, dass auch der Chemismus der Zerspaltung von Be- 
standtheilen desselben und somit der Chemismus der Harn- 
stoffbildung in verschiedenen Geweben und Organen ein ver- 
schiedener ist. Man muss sich deshalb an die Vorstellung 
gewOhnen, dass man bei der Betrachtung des Chemismus der 
vitalen Harnstoffbildang keine Theorie ausschliesslich vertreten 
dirf, dass vielmehr mehrere von den zur Zeit bekannten 
Theorien und Hypothesen iiber die vitale Harnstoffbildung 
das Recht der gleichzeitigen Existenz haben. Ich halte es 
fiir wahrscheinlich, um nicht zu sagen fiir gewiss, dass die 
Processe der Harnstoffbildung in verschiedenen Organen quali- 
tativ und quantitativ. verschieden sind, dass ein Theil des 
Harnstoffs im Organismus z. B. durch die Eiweisshydrolyse 
entsteht, ein anderer Theil aus den einfachsten Produkten der 
Kiweissspaltung durch die Anhydrirung (der Schmiedeberg- 
schen Theorie entsprechend) aufgebaut wird, dass sich bei 
der Bildung des dritten Theils des Harnstoffs die Oxydations- 
processe betheiligen (z. B. nach der Hofmeister schen Theorie), 
und gleichzeitig mit denselben auch die Reductionsprocesse 
statthaben kénnen (wie es Drechsel und Nencki annehmen , 
dass endlich ein Theil des Harnstoffs nach Hoppe-Seyler s 
Annahme aus der Cyansiiure gebildet werden kann u. s. w.: 
muss doch die allgemeine Mannigfaltigkeit der chemischen 
Processe des Thierorganismus auch die der Harnstofthildung 
miteinschliessen. 

Akulowka, den 27. Juli 1900. 


Zur Frage nach dem Chemismus der vitalen Harnstoffbildung. 


I]. Ueber das Vorkommen von Arginin in der Milz. 


Von 


WI. Gulewitsch und A. Jochelsohn. 


(Der Redaction zugegangen am 4, August 1900.) 


(Aus dem med.-chem. Laboratorium der Universitat Charkow.) 


Wie aus den theoretischen Betrachtungen folgt, welche 
von einem von uns (G.) in der vorigen Abhandlung!) zusammen- 
gefasst worden sind, liegt die Vermuthung nahe, dass ein Theil 
des sich aus dem Organismus ausscheidenden Harnstoffs durch 
die hvdrolytische Spaltung der Eiweissstoffe desselben entsteht. 
Zur experimentellen Bekriiftigung dieser Vermuthung war es 
von Interesse, wie es auch a. a. O. erwiihnt wurde, das Arginin 
als einen normalen Bestandtheil des Thierorganismus aufzu- 
finden. Von diesen Erwiigungen ausgehend, haben wir eine 
chemische Untersuchung der Ochsenmilz auf das Vorkommen 
von Arginin in derselben unternommen und sollen die Resultate 
dieser Arbeit weiter unten mitgetheilt werden. Als Object fiir 
die erste Untersuchung, die zur Entscheidung der Frage nach 
dem Vorkommen von Arginin im Thierorganismus beitragen 
sollte, haben wir die Milz gewiihlt, da sich in der Milz die 
Processe der Spaltung von complicirten Bestandtheilen energisch 
voliziehen und mehrere Produkte des regressiven Eiweissum- 
satzes sich darin anhiiufen. Ausserdem wird das Milzvenenblut 
mittelst des Systems der Pfortader direkt der Leber zugefihrt, 
welche das Hauptlaboratorium des Organismus ftir die Harn- 
stoffbildung ist. 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXIX, 8S. 523. 


Fiir die Untersuchung haben wir 8 Milzen (4555 g¢) von 
eben getodteten Ochsen entnommen. Die Milzen wurden ab- 
priiparirt und mit Hilfe einer Fleischhackmaschine zerkleinert, 
Der erhaltene Brei wurde mit seinem gleichen Gewichte Wasser, 
dem 1°/o Thymol zugesetzt war, 18 Stunden lang in der Kiilte 
digerirt; die Mischung durch Gaze colirt und der Brei mit 
Hilfe einer Presse stark abgepresst, was eine nicht ganz leichite 
Operation darstellte. Der Riickstand wurde mit 3 Liter Wasser 
und 3g Thymol nochmals digerirt. Die vereinigten braunrothen 
Extracte wurden durch ganz kurzes Kochen unter vorsichtigem 
Zusatz von verdiinnter Essigsiiure coagulirt, der Niederschlag 
von Eiweissstoffen abgesaugt und das Filtret im Vacuum ein- 
gedampft, um die Moglichkeit einer hydrolytischen Spaltung 
der in der Loésung gebliebenen eiweissartigen Korper durch 
langdanerndes Kochen zu vermeiden. 

Die restirenden 1600 cem. Fliissigkeit, die eine schwach 
saure Reaction hatten, wurden mit 10° oiger SilbernitratlOsune 
ausgefillt, der Niederschlag abfiltrirt und das Filtrat nach dem 
Kossel’schen Verfahren?!) mitSilbernitratlbsung und gepulvertem 
Barvthvdrat versetzt. Der Niederschlag (A) wurde abgesaug! 
und ausgewaschen. Das Filtrat) davon, vom = Silber durch 
Schwefelwasserstoff befreit, wurde durch Schwetelsiiure newu- 
tralisirt, der Niederschlag von schwefelsaurem abfiltrirt 
und aus dem stark eingedampften Filtrate salpetersaurer Baryt 
und Tyrosin moéglichst auskrystallisirt. Dann wurde der tbrig 
eebliebene Baryt durch Schwefelsiiure vollstiindig entfernt und 
die filtrirte durch Phosphorwolframsiiure  gefillt. 
Der Niederschlag (B) wurde abgesaugt und ausgewaschen. 


Die Untersuchung von A. 

Der feuchte, durch Sibernitrat in der alkalischen Fliissig- 
keit erzeugte Niederschlag wurde in einer moglichst geringen 
Menge yon etwa 15° ciger Salpetersiure unter Zerreiben in 
Morser gelist, die geringe Menge von reducirtem Silber ab- 
filtrirt und das Filtrat nach dem Verfahren von Hedin®*) 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXV, 8. 179. 
2) Diese Zeitschr., Bd. S. 191. 
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durch den abwechselnden und vorsichtigen Zusatz von Silber- 
nitrat und Ammoniak genau ausgefiillt. Der geringe Nieder- 
schlag wurde noch feucht mit Ammoniak behandelt, der un- 
geléste Theil abfiltrirt und die Loésung, die eventuell das 
Histidin enthalten konnte, mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Es resultirte eine colloidale Ausscheidung von Schwefelsilber 
und die Lésung konnte weder durch die Behandlung mit 
Thierkohle, noch durch Verdampfen zum Trocknen klar er- 
halten werden. Da dieselbe dazu eine saure Reaction hatte 
und somit eine Siiure enthalten sollte, deren Silbersalz in 
einer barythaltigen Fliissigkeit unlOslich, in Ammoniak dagegen 
lOslich ist, so wurde die Losung durch Phosphorwolframsiure 
hel Gegenwart von Schwefelsiiure gefiillt. Der geringe Nieder- 
schlag wurde durch Zerreiben mit Barythydrat in der Kilte 
zersetat, die filtrirte Losung durch Kohlensiiure Baryt 
befreit und das neue Filtrat bis auf wenige Tropfen einge- 
dampft, mit Salpetersiiure schwach angesiiuert und mit Silber- 
nitrat versetzt. Der geringe Niederschlag wurde abfiltrirt: und 
zum Filtrate verdtinntes Ammoniak sehr vorsichtig zugesetzt. 
Ks resultirte nur ein ganz geringer Niederschlag, fast nur eine 
Triibung, die sich im iiberschiissigen Ammontiak klar l6ste. 

Somit kann in der Ochsenmilz nur eine verschwindend 
Kleine Menge Histidin enthalten sein, wenn es darin iitberhaupt 
vorhanden. ist, 

Jetzt wollen wir zur Untersuchung des Filtrates iiber- 
echen, welches bei der versuchten Trennung von Histidin und 
Arginin nach dem Hedinschen Verfahren resultirte 534) 
und welches somit das Arginin enthalten konnte. Die Fliissigkeit 
wurde durch Schwefelwasserstoff von Silber befreit und ein- 
gedampft, der bBaryt durch Schwefelsiiure entfernt und das 
Filtrat mit Phosphorwolframsiiure gefillt. Der Niederschlag 
wurde ausgewaschen und in der iiblichen Weise mit Baryt- 
hvdrat zersetzt. Die Flitssigkeit wurde zu dickem Syrup ein- 
gedampft, um das Ammoniak zu entfernen, der Riickstand in 
Wasser gelést und die stark alkalisch reagirende Lésung mit 
Salpetersiiure neutralisirt, mit Thierkohle behandelt) und mit 
Silbernitrat versetzt. Die stark eingedampfte Fliissigkeit, welche 


sich beim Erwiirmen bedeutend schwiirzte, schied kleine, stern- 
formige Drusen aus, die beim Beriihren leicht in sehr diinne, 
nadelformige Krystalle auseinanderfielen, wie es bei den 
Krystalldrusen von saurem Argininsilbernitrat beobachtet wird. 
Die Krystalle wurden abgesaugt und mit Alkohol ausgewaschen. 
Das Salz wog 1,1 g. Beim Umkrystallisiren desselben  tritt 
wiederum eine starke Schwarzung ein. Es wurde versucht, 
die Substanz durch Aufl6sen in moglichst wenig Wasser und 
Killen mit Alkohol-Aether unter Beseitigung des einer 
geringen Menge ausgeschiedenen harzartigen Niederschlags zu 
reinigen: doch blieb auch jetzt die Schwirzung beim AuflOsen 
der Substanz in heissem Wasser nicht aus. Die nochmals 
mit Alkohol-Aether gefiillte Verbindung zeigte einen um etwa 
geringeren Silbergehalt, als es ftir das saure Arginin- 
silbernitrat berechnet ist, und einen um etwa_ 15° niedrigeren 
Schmelzpunkt.!) Da bei der geringen Menge der Substanz 
und bei ihrer leichten Loslichkeit in Wasser nicht zu erwarten 
war, dass die reducirende Beimischung beseitigt werden konnte, 
so wurde das Silbersalz in die Kupferverbindung tibergefiihrt. 

Zu dem Zwecke wurde das Silber aus der Lo6sung der 
Substanz durch Salzsiiure entfernt, die filtrirte Fliissigkeit) mit 
Phosphorwolframsiure ausgefillt, der ausgewaschene Nieder- 
schlag aus kochendem Wasser umkrystallisirt: die etwas ein- 
gedampfte Mutterlauge gab einen geringen Niederschlag. Die 
heiden Niederschliige wurden in der tiblichen Weise durch 
Barythydrat zersetzt, wobet eine stark alkalisch reagirende 
Losung erhalten wurde. Die eingedampfte Fliissigkeit brauste 
beim Neutralisiren mit Salpetersiiure auf und enthielt) somit 
eine aus der Luft Kohlensiiure anziehende Base. Die neu- 
tralisirte und weiter concentrirte Losung  krystallisirte nach 
dem Erkalten bis zum letzten Tropfen, indem = sie die fiir 
neutrales Argininnitrat charakteristischen kreideartigen Korner 
aussehied. Das Salz war, ebenfalls dem Argininnitrat iihnlich, 
in heissem 96°/oigen Alkohol sehr schwer loslich. 

Das Nitrat wurde dann in wisseriger Losung mit Kupter- 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXVII, 200. 


carbonat gekocht. Die stark eingedampfte Lésung krystallisirte 
in Kugeln, die aus diinnen zugespitzten Prismen von ganz 
demselben Aussehen und demselben Schmelzpunkt wie das 
Argininkupfernitrat bestanden. Das Salz wurde noch durch 
das Autlbsen in wenig Wasser und durch das Fiillen mit einem 
Ueberschuss von absolutem Alkohol gereinigt, bei 120° getrocknet 
und analysirt: 

Q,1866 g Substanz lieferten beim Verbrennen im Schilf- 
chen 0,1872 g CO, und 0,0911 g H,O.1) 


Gefunden: Berechnet fiir: 
(C,H,,N,O,), + Cu(NO,), 

C 27,3602) 


Diese Analyse, wie auch die Eigenschaften des salpeter- 
~auren Salzes und der Kupfernitratverbindung zeigen somit, 
dass die aus der Milz isolirte Substanz mit dem = Arginin 
identisch ist. 


Die Untersuchung von B (3. 534). 

Der im Filtrate von der Argininsilberfiillung durch Phos- 
phorwolframsiiure erzeugte Niederschlag wurde in der tiblichen 
Weise durch Barythydrat zersetat, die dabei erhaltene Fliissig- 
keit stark eingedampft und mit einer gesiittigten alkoholischen 
solange noch ein Niederschlag entstand, 
versetzt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit der gesiittigten 
akoholischen PikrinsiiurelOsung ausgewaschen und in Wasser 


1) Die Kupferbestimmung missgliickte leider, da in Folge des 
starken Aufblihens der Substanz ein Theil derselben aus dem Schiffchen 
heraustrat. Die im Schiffehen iibrig gebliebene Kupferoxydmenge ent- 
sprach dem Gehalte von 10,93’. Cu, wihrend fiir das Argininkupfer- 
nitrat 11.86"  berechnet sind. 

2) Der gefundene Mehrgehalt von ‘2’. © wurde erstens dadurch 
verursacht, dass die analysirte Substanz ein Nitrat war, und zweitens 
dadurch, dass dieselbe sich beim Verbrennen im Schiffchen in dem 
Augenblicke des Schmelzens plitzlich, obgleich theilweise zersetzte und 
einige Zehntel Gasblischen in einem raschen Strome durch den Kali- 
apparat entweichen liess. Das Wasser im Chlorcalciumrohr zeigte nach 
dem Verbrennen eine saure Reaction. 

3) A. Kossel, Diese Zeitschr., Bd. XXVI, 5. 5&6. 
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vertheilt. Aus der Mischung wurde die Pikrinsiéure durch, 
Aether mit Hiilfe eines Extractionsapparates und unter Zusatz 
von einer geniigenden Menge Salzsiiure entfernt. Die saure 
Fliissigkeit enthielt vorwiegend Kaliumchlorid, dem nur eine 
geringe Menge einer organischen Substanz beigemischt war. 
Der Versuch, diese Substanz von dem Kalisalz durch wieder- 
holtes Extrahiren mit kaltem 80° oigen Alkohol des Ruckstandes 
der zum Trocknen verdampften Losung zu trennen, gab keine 
suten Resultate. Der Riickstand des letzten alkoholischen 
Auszuges wurde in Wasser gelést und mit der Phosphor- 
wolframsiiure gefiillt: der Niederschlag wurde abgesaugt, aus- 
gewaschen und mit Wasser ausgekocht, worin nur ein Theil 
wurde. Die Losung sammt dem bei dem Erkalten 
entstandenen Niederschlage wurde durch Barythydrat zersetzt, 
wobei nur etwa 0,02 ¢ einer organischen, alkalisch reagirenden 
Substanz erhalten wurde, die beim Verbrennen fast keine 
Asche lieferte, einen Spermageruch hatte und mit Phosphor- 
siiure einen mikrokrystallinischen Niederschlag gab. 

Ob hier Lysin resp. Spermin vorlag, konnte wegen des 
Mangels an der Substanz nicht entschieden werden. 

Aus unserer Untersuchung konnen wir somit die Folgerunyg 
zichen, dass die Ochsenmilz das Arginin enthalt, welches hier 
zim ersten Mal als ein Bestandtheil des Thierorganismus  aul- 
eefunden wurde. 

Akulowka, den 29. Juli 1900. 


| / 
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Ueber die Constitution des Thymins. 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Marburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 6. August 1900.) 


Friihere Versuche, die von A. Kossel') und mir angestellt 
waren, um die Constitution des Thymins klarzulegen, hatten 
vezelgt, dass das Thymin sich in iihnlicher Weise wie das 
Methyluracil Behrend’s chloriren liisst: die weitere Verarbeitung 
des Chlorsubstitutionsproduktes musste jedoch bis zur Ge- 
winnung grosserer Mengen desselben verschoben werden. 
Inzwischen versuchte ich, auf einem andern Wege zu einem 
abschliessenden Resultat zu kommen, indem ich Methylgruppen 
in das Thymin einfiihrte, in der Hoffnung, auf diese Weise 
zi Trimethyluracil Behrend’s?) zu gelangen, das als 
Trimethyldioxypyrimidin aufgefasst werden muss. traten 
niin allerdings ebenfalls zwei Methylgruppen in das Thymin ein, 
wher das erhaltene «Dimethylthymin» erwies” sich nicht 
mit dem Trimethyluracil von Behrend identisch, sondern war 
ein Isomeres davon. 

Die Methylirung des Thymins nahm ich in ihnlicher 
Weise vor wie Hoffmann*) diejenige des Methyluracils. 
/niichst stellte ich mir durch Eintragen von Thymin in heisse, 
concentrirte Kalilauge, worin es leicht lOslich ist, und kinengen 
wuf ein kleines Volumen das «Thyminkalium» dar, das nach 
mehrmaligem Umkrystallisiren aus Wasser in Form. kleiner 
prismatischer Nadeln erhalten wurde. Bei 120° getrocknet, 
verlor die Substanz langsam 1 Molekiil Wasser. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 303. 
2) Liebig’s Annalen, Bd. 229, S. 23. 
3) Liebig’s Annalen, Bd. 253, 8. 73. 


C,H,N,O, KOH = (©,H_N,O,K. 
0.3348 g verloren bei 1209 0,0342 g. 
Berechnet fiir C5H,N,O,K + 9. 
Gef.: 10.2%. 
0.2942 g der bei 120° getrockneten Substanz gaben 0,1564 g K,SO,. 
Ber. fiir C,H,N,O,K 23.82% K. 
Gef.: 23.87°%)o K. 

® g Thyminkalium wurden mit 18,5 g Jodmethyl (etwa 
1: 3 Molekiile) 6 Stunden lang auf 150° im zugeschmolzenen 
Rohr erhitzt: das Reactionsprodukt, das durch ausgeschiedenes 
Jod braun gefiirbt war, wurde mit Chloroform extrahirt, iin 
Chloroformauszug das Jod durch Schiitteln mit wenig Na,CO, 
gebunden, dann das Wasser durch Chlorcalcium entfernt. 
Nach dem Abdestilliren des Chloroforms wurde die zuriick- 
bleibende weisse Salzmasse mit reichlich Aether durchgeschittelt. 
Nach dem Filtriren und Verdunsten des Aethers  hinterblie) 
ein in langen Niidelchen krystallisirender Korper, der nach 
Ofterem Umkrystallisiren analysenrein gewonnen wurde. Die 
Loslichkeitsverhiiltnisse stimmten vollkommen mit Tri- 
methyluracil iiberein, ebenso ergab die Elementaranalyse Zahlen, 

die auf die Formel C,H, (CH,), N,O, stimmten : 

01628 ¢ gaben 0.3244 CO, und 0,0976 H,O. 


O1386 g gaben 22 cem. N bei t = 18° und p = 746 mm. 
Berechnet fiir C,H,(CH,),N,O, : Gefunden : 
d4.5+4 D436 
H 6.49 6.71 
N 18,18 18.10 


Trotzdem ist der erhaltene Korper mit dem von 
rend dargestellten Trimethyluracil nicht identisch, er krystal- 
lisirt aus Alkohol in Nadeln, wiihrend das Trimethyluraci! 
Behrend’s in rhombischen Blittchenk rystallisirt, sein Schmelz- 
punkt liegt bei 153°, der des Trimethyluracils bei 109°, ausser- 
dem yvermisste ich den charakteristischen Geruch nach Ace- 
tamid, den man bei der Darstellung des Behrend’schen Tri- 
methyluracils mit Leichtigkeit constatiren kann. 

Kinen endgiiltigen Schluss auf die Atomgruppirung im 
Thymin gestatten also auch diese Versuche nicht, dagegen ist 
es mir gelungen, durch Nitrirung des Thymins und nach- 
folgende Reduction zu einem Ko6rper zu gelangen, der 1 


— 
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intensiver Weise die Weidel’sche Reaction mit Chlorwasser 
und Ammoniak gibt. Dieselbe Reaction gibt nach meinen Be- 
obachtungen auch der von Ascoli!) im hiesigen Institut jiingst 
aus Hefe-Nucleinsiiure dargestellte Koérper C,H,N,O,.  Damit 
ist sowohl fiir diesen wie fiir das Thymin die Existenz eines 
Pyrimidinkernes 

N—C 

mit Sicherheit bewiesen. Der Koérper aus Hefenucleinsiiure 
ist also in der That ein Dioxypyrimidin, das Thymin ein 
Methyldioxypyrimidin, es bleibt jetzt nur noch tbrig, die 
stellung der H- und O-Atome resp. der Methylgruppe  fest- 
zustellen. 

Beide Korper treten durch diese Befunde zu den Ureiden 
‘Barbitursiiure ete.) und den Purinkdrpern in enge beziehung, 
und die Vermuthung liegt nahe, dass wir in ihnen Vorstufen 
des Purinkernes zu erblicken haben. Wenigstens liisst’ sich 
die dem Uracil iiusserst nahe stehende Isodialursiure nach den 
Versuchen von Behrend?) leicht mit Harnstoff zu Harnsiure 
condensiren, Die Frage nach der Genese der Harnsiiure und 
der Stellung der Purinkérper im Stoffwechsel tritt jetzt in ein 
ganz neues Stadium, und es wird von grosser Bedeutung sein, 
das Verhalten des Methyluracils, des Thymins, der iibrigen 
Pyrimidinderivate und Ureide im Thierkérper festzustellen. 
Versuche zur Loésung dieser Frage sind bereits im hiesigen 
Laboratorium begonnen. 

Eine ausfiihrliche Mittheilung tiber die aus dem Thymin 
-gewonnenen Nitro- etc. Produkte wird demniichst in dieser Zeit- 
schrift erfolgen. 

1) Ascoli, Ein neues Spaltungsprodukt aus Hefe.  Sitzungs- 
herichte der Marburger Gesellschaft zur Bef. der ges. Nat.-Wissenschaften 
Nv. 7, Aug. 1900. Ref. Chemiker-Zeitung 1900, Nr. 66. 

“) Liebig’s Annalen, Bd. 251, 5. 235. 
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Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung 
des Gehirns. 
Von 


Emil Worner und H. Thierfelder. 


Mit einer Tafel. 
Aus der chemischen Abtheilung des physiologischen Instituts zu Berlin, | 


Der Redaction zugegangen am 12. August 1900.) 


Unter Eimhaltung bestimmter bedingungen (Vermeidung 
einer ‘Temperatur tiber 50°, Benutzung &5° oigen Alkohols) 
gelang es verschiedenen Untersuchern (Liebreich, Gamegece 
und Blankenhorn, Baumstark, Ruppel), aus dem Gehirn 
einen Korper) von gleichen) mikroskopischen Aussehen, 
den gleichen physikalischen Eigenschaften und annaihernd der- 
selben Zusammensetzung zu gewinnen, das sogenannte Protagon. 
Auch Kossel und Freytag?!) «erhielten unter gewissen be- 
dingungen Substanzen, deren Zusammensetzung den Angaben 
dieser Forscher entsprach. Daneben wurden aber von thnen 
andere Priiparate gewonnen, die trotz grosser Sorgfalt bei der 
Darstellung zu abweichenden analvtischen Ergebnissen fiihrten. » 
Sie schliessen daraus, dass es mehrere Protagone gibt. 

Das Protagon ist nach der Angabe der iilteren Autoren ein 
iiusserst wenig widerstandsfiihiger Korper. Umkrystallisiren aus 
zu starkem Alkohol oder bei zu hoher Temperatur, lingeres 
Kochen mit Aether bewirken schon Zersetzung. Man halt die 
Protagone fiir Verbindungen von Lecithin und phosphorfreien 
Atomcomplexen (Cerebroside). Beim Kochen mit Barytwasser 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XVII. S. 431. 
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entstehen die Zerfallsprodukte des Lecithins (Liebreich) und 
Cerebroside. Diese letzteren kann man auch durch Behandeln 
einer methylalkoholischen Protagonlésung mit einer methyl- 
alkoholischen BarytlOsung erhalten (Kossel und Freytag). 

Als wir vor einigen Jahren die Untersuchung des Gehirns 
aufnahmen, war es unsere Absicht, die Zersetzungsprodukte 
der Cerebroside zu studiren. Um das Ausgangsmaterial zu 
gewinnen, unternahmen wir zuniichst die Darstellung des 
Protagons. Indem wir uns genau an die Vorschrift hielten, 
velang es uns auch ohne Weiteres, Priiparate von dem Ver- 
halten und dem mikroskopischen Aussehen (zu Rosetten ver- 
einigte Nadeln) des Protagons zu bekommen. Die Substanz 
wurde sehr haufig aus 85°/oigem Alkohol bei 45° umkrystallisirt 
und schied sich immer wieder in denselben  gleichmiissigen 
Formen ab. Die Analysen ergaben aber Werthe, welche sehr 
erheblich von den fiir das Protagon gefundenen abwichen. 
Manche Praparate zeigten einen niedrigeren, andere einen 
hoheren Kohlenstoffgehalt; so lieferten z. B. die Analysen von 
Priaiparaten verschiedener Darstellung, die mikroskopisch alle 
vollig identische und gleichmiissige Bilder zeigten, folgende 
Zahlen : 


| ( H | N 
a | 1041 | 3.39 

| b 62.45 | 10,33 3,37 
6237 | 1053 
3 64.59 | 10.833 _ 
I. Fraction 64.62 LO.87 
62.71 10.89 ini 
68.97 10.96 — 
Protagon nach G. u. B. 66,39 10,69 2,39 


Wir machten also dieselben Erfahrungen wie Kossel 
und Freytag. Da der Weg der weiteren Wrystallisation aus 
oigem Alkohol uns aussichtslos erschien, versuchten wir 
einen benzolhaltigen Alkohol. Das mikroskopische Bild anderte 
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sich jetzt mit einem Schlag. Von einer Einheitlichkeit: war 
keine Rede mehr. Die aus den Analysenresultaten sich er- 
gebende Schlussfolgerung, dass es sich um ein Gemenge 
handele, fand also im mikroskopischen Verhalten ihre Be- 
stiitigung. Wir beschlossen nun zuniichst eine Trennung dieser 
verschiedenen Koérper versuchen. Die Schwierigkeiten, 
welche sich diesen Bemuthungen entgegensetzten, waren sehr 
gross und ihre Ueberwindung ist trotz eines grossen Aufwandes 
von Zeit und Arbeit bisher nur zum Theil gegliickt. Mit benzol- 
oder auch mit chloroformhaltigem Alkohol gelang es, die 
Korper in etwas von einander zu trennen, aber tber eine 
~gewisse Grenze kam man auch mit diesen Mitteln nicht hinaus, 
Es ist nothig mit den Lésungsmitteln hiiufig zu wechseln und 
immer wieder neue Mischungen zu verwenden. Die Fihigkeit 
der hier in’ Betracht kommenden Stoffe, wechselseitig ihre 
Loslichkeitsverhiiltnisse zu iindern, ist eine sehr grosse. Un 
die Moglichkeit einer Zersetzung auszuschliessen, wurde dic 
Temperatur von 50° niemals tiberschritten.  Indessen 
haben wir bei unseren Arbeiten keinerlei Anhaltspunkte datiir 
gewonnen, dass die Behandlung dieser Stoffe mit besonderer 
Vorsicht geschehen miisse, im Gegentheil die Ueberzeugung, 
dass die von fritheren Autoren behauptete leichte Zersetzlichkei! 
nicht besteht. Was von diesen fiir Zersetzungsprodukte ge- 
halten wurde, sind unserer Meinung nach im Gehirn vorgebildete 
Stoffe, die nur bei Benutzung eines anderen Losungsmittels 
oder ciner anderen Temperatur sich in anderer Weise ab- 
scheiden. 

Das mikroskopische Bild ist’ iiusserst) wechselnd und 
triigerisch, man thut gut, sich mOglichst wenig auf dasselbe zu 
verlassen. Die Bestimmung des Schmelzpunktes bildet schon 
bessere Anhaltspunkte. letzter Linie kann aber nur die 
Klementaranalyse entscheiden, von der denn auch in unseren 
Versuchen in ausgedehntem Maasse Gebrauch gemacht worden 
ist. Bestimmte Reactionen, die fiir den einen oder anderen 
Stoff charakteristisch wiiren, haben wir bisher leider nich! 
aufgefunden; nur einer ist im Gegensatz zu allen anderen 
dadurch ausgezeichnet, dass er in 85° oigem Alkohol bei einer 
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Temperatur von ungefaéhr 50° eine eigenthiimliche morpho- 
logische Verinderung erfaihrt, die wir als Umlagerung be- 
zeichnen (siehe spiiter). Die Vollstiindigkeit, mit der diese 
«Umlagerung» erfolgt, bildet ein gutes Kriterium fiir die Reinheit 
der Substanz. Dieser charakteristischen Eigenschaft ist es zu 
danken, dass wir wenigstens diesen einen Stoff in volliger 
Reinheit zu isoliren vermochten. 

Als Ausgangsmaterial dienten uns zuniichst die Aus- 
scheidungen, welche sich bilden, wenn die mit 85°/oigem 
Alkohol bei 45° hergestellten Ausziige der zerkleinerten und 
mit Alkohol entwisserten Gehirne abgekiihlt werden; spiiter 
benutzten wir die weisse Masse, die aus den bei gewohnlicher 
Temperatur hergestellten atherischen Ausziigen der in eben 
angefiihrter Weise vorbehandelten Gehirne beim Abkiihlen auf 
0° oder unter 0° sich absetzt. Es wurden ausschliesslich 
menschliche Gehirne benutzt; diese stammten aus dem patho- 
logischen Institut zu Berlin und der stiidtischen Irrenanstalt 
Dalldorf. Wir sind Herrn Professor O. Israel und Herrn 
Dr. E. Nawratzki fiir freundliche Besorgung zu bestem Dank 
verpflichtet. 

Eine genaue Beschreibung des von uns eingeschlagenen 
Trennungsverfahrens zu geben, ist unmoglich; nur im All- 
gemeinen kann der Weg, den wir zu verbessern und zu ver- 
einfachen hoffen, angedeutet werden. Das Ausgangsmaterial 
wurde zuniichst mit 50°o benzol- oder 50°/o chloroform- 
haltigem Alkohol bei 45—50° behandelt. Dabei bleibt hiautig 
ein kleiner Theil als geschmolzene Masse ungelOst’ zuriick. 
Beim Erkalten des Filtrats scheidet sich ein Korper ab, der 
im Wesentlichen aus mikroskopischen knolligen Gebilden  be- 
steht und durch wiederholtes Umkrystallisiren aus denselben 
Losungsmitteln gereinigt werden kann. Zur Entfernung der 
letzten Beimengungen empfiehlt) sich mehrfache Behandlung 
mit 10 oder 20°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol, in 
dem diese Substanz schwer lodslich ist. Wir kommen auf 
diesen Korper, dem wir den Namen Cerebron geben, alsbald 
zuriick. Die yon der Cerebronabscheidung abfiltrirte Mutter- 
liefert beim Verdunsten einen Krystallbrei feiner mikro- 


skopischer Nadeln. Aus diesen Nadeln gelingt es, durch wieder- 
holte Anwendung von benzolhaltigem Alkohol eine Substanz 
abzuscheiden, die die Eigenschaft hat, beim Erwarmen des 
Losungsmittels zu schmelzen, und zu dem oben erwihnten 
=chmelzenden Korper gehort. Diese Substanz ist phosphortrei, 
enthiilt 56,1—56,5°/0 C, beim Erhitzen im Capillarréhrchen 
iiber 100° sich langsam dunkler zu fiirben und schmilzt 
bei etwa 270° unter stiirmischer Zersetzung und Gasentwicklung. 
Ob ihre Reindarstellung schon ganz gelungen ist, vermogen 
wir noch nicht zu sagen. Der nach Abtrennung dieses 
=<chmelzenden Stoffes zurtickbleibende Rest ist chloroform- 
und benzolhaltigem, sowie in reinem Aethyl- und Methylalkoho! 
in der Wiirme sehr leicht) l6slich und scheidet sich meist in 
zu Rosetten vereinigten lockeren und dichter gestellten Nadeln 
ab, ganz in der fiir das Protagon beschriebenen Weise. Trotz- 
dem die verschiedensten) Combinationen der Losungsmitte! 
henutzt wurden, gelang es bis jetzt nicht, aus diesem Gemenge 
einheitliche Substanzen zu isoliren. Der Schmelzpunkt liegt 
um 190° herum. Die Kohlenstoffwerthe schwanken zwischen 
65 und 69°%o, die Wasserstoffwerthe zwischen 10 und 11°». 
Wiederholt) stimmten die) Kohlenstoff und Wasserstoffzahien 
mit den fiir das Protagon gefundenen itiberein. Der Phosphor- 
eehalt betrug im Durehschnitt o. 

Mit den eben erwiihnten Korpern scheint aber die Heile 
der unserem Ausgangsmaterial yvorhandenen Stofie nicht 
erschopft zu sein, 

Wir wollen noch erwiihnen, dass jeder von uns die 
eleichen Substanzen erhielt und wir auch bei Benutzung anderer 
Trennungsverfahren stets zu denselben Korpern gelangten. 


Cerebron. 

Ms ist wie gesagt der einzige bisher in volliger Reimhei! 
sewonnene Korper. Es ist schneeweiss, fret von Phosphor, 
Schwefel und Asche, von neutraler Reaction, in Wasser un- 
lostich, auch nicht darin quellend. Es lést sich in der Wirme 
reichlich in 50° o1gem Benzolalkohol und scheidet sieh aus 
nicht zu verdiinnten Losungen charakteristischen Formen 
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ab (Figur 1)1). Auch in reinem, sowie in chloroformhaltigem 
Aethyl- und Methylalkohol lst es sich in der Wiirme, um 
beim Erkalten wieder auszufallen. Die Abscheidungen  er- 
folgen in der Regel in zusammenhiingenden Massen, die nicht 
an der Wandung des Glases haften sich, ohne aus- 
einander zu reissen, in der Fliissigkeit hin- und herbewegen 
lassen. bei geniigender Concentration kann auch die ganze 
Losung zu einer nicht an der Wandung haftenden lockern 
Gallerte erstarren. Beim Schiitteln zerfilllt) sie zu griésseren 
Fl6ckchen. Die mikroskopischen bilder, die die Ausschei- 
dungen aus 20° 0 Chloroform enthaltendem Methylalkohol ge- 
wiihren, sind sehr mannigfach. Man sieht Formen, wie sie 
der Abbildung in Figur 1 entsprechen, knollige Gebilde mit 
feinsten kleinen Kiigelchen besetzt, ausschliesslich kleine und 
erossere runde Korper mit glatter Oberfliiche. Oft zeigt das- 
selbe mikroskopische Priiparat eine ganze Reihe dieser Bilder 
neben einander (Figur 2). Fast ganz regelmiissig erscheinen 
neben diesen amorphen Ausscheidungen unzweifelhafte Kry- 
stulle, biischelfOrmig gruppirte Nadeln oder bliittchen (Fig. 2). 
Auch in heissem Chloroform und heissem Benzol lost) sich 
das Cerebron, die Benzolljsung nimmt beim Erkalten das 
Aussehen und die Consistenz eines dicklichen, schwer fliissigen 
Kleisters an. In Aceton ist es auch in der Hitze nur wenig 
lOslich, Aus diesem Loésungsmittel, schéner noch aus 20° 
Chloroform enthaltendem Aceton, scheidet es sich beim = Er- 
kalten in sch6nen grossen Sternen aus, die aus concentrisch 
zusimmengestellten Niidelchen und Blittchen bestehen (Figur 3). 
Die Nidelchen sind jedenfalls nichts anderes, als von der Seite 
gesehene bliittchen. Die Losungen koénnen, ohne dass Zer- 
setzung eintritt, zum Kochen erhitzt werden. Erhitzt) man 
Cerebron im Capillarréhrchen, so beginnt es bei etwa 130° 
feucht zu werden und sich allmiihlich mit kleinsten Tropfchen 
zu bedecken; erst bei 200° wird es leicht gelblich. Bei lang- 
sumem Erhitzen bei 209°, bei schnellem bet 212° schmilzt es 
zi einer klaren gelblichen Fliissigkeit. 


1) Diese und die anderen Abbildungen sind bei 450 facher Ver- 


grosserung gezcichnet. 
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Die Kohlenwasserstoffbestimmungen wurden in geschlos- 
senem Rohr mit bleichromat und vorgelegter Kupferspirale 
ausgefihrt, die Stickstoffbestimmungen nach der Kjeldahl schen 
Methode, von deren Anwendbarkeit fiir die vorliegende Sub- 
stanz wir uns durch Vergleich mit dem Dumas‘schen Ver- 
fahren iiberzeugt hatten. Die Priiparate waren stets bet 100° 
eetrocknet, sie stammten von 8 verschiedenen Darstellungen, 
Die 8 letzten (Stickstoff-)Bestimmungen sind fiir) sich auf- 
sefiihrt, da sich nicht genau feststellen liess, zu welchen Kohlen- 
wasserstoffbestimmungen sie gehoren. 
1. 0.129% ¢ Substanz leferten 0.3262 g CO, und 0.1576 g H,0, 
d. 1. 68,75 °/o C-und Hi. 

¢ Substanz lieferten 0.4051 
d. 1. 69.32% 0 C und 11,68 °%/o H. 

¢ Substanz heferten 0.5052 
d. i. C und 11,29 %o H. 

$a, O1O8+ Substanz lieferten 0.2750 g CO, und 011385 ¢ 
d. 1. 69.10% C und 11.65 °%o H. 
0.2272 Substanz verbrauchten 3,0 cem. '/1o N.-Sadure. d. 1. 
1.85° N. 

36. O.3038 ¢ Substanz lieferten 0.7715 g CO, und 0.3194 ¢ H,0, 
d. 1. 69.26% C und 11,68°'9 H. 


CO, und 01676 ¢ HO, 


CO, und 0,2026 g H,0, 


IS 


O1690 ¢ Substanz lieferten 0.4300 CO, und 0.169% H,O 
d. 1. 69,39°/o C und 11,13 °/o H. 
5. OASOL Substanz leferten 04559 g CO, und 0.1902 H,0 


d. 1. 69,0490 C und 11.73 %/o H. 
0.5578 Substanz verbrauchten 6,45 cem. 4/10 N.-Saure. d. 1. 
1.62 N, 

6. O1607 Substanz lieferten 0.4070 g CO, und 0,1647 H,0. 
d. i. 69.0790 C und 11,39 H. 

0.2427 ¢ Substanz verbrauchten 3.4 cem. 410 N.-Séiure. d. 1. 

1.96 N. 

¢ Substanz lieferten 04564 g CO, und 0.1860 ¢ 

d. i. 69,11 CG und 11,48 °%/o H. 

O.1737 ¢ Substanz lieferten 0.4424 g CO,, d. i. 69.46% C. 
0.2153 ¢ Substanz verbrauchten 2.9 ccm. 4/10 N.-Siiure. d. 1. 
1,89 °/o N, 

0.8592 ¢ Substanz verbrauchten 10.9 N.-Saure. d. i. 
1.78 N, 

10. 0.7743 ¢ Substanz verbrauchten 9,2 ccm. ''10 N.-Séiure. d. |. 
L.66°0N. 

11. 0.8752 g Substanz verbrauchten 9,9 ccm. ‘10 N.-Sanre. d. 
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Die Resultate dieser Analysen sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt: 


1 | 2a; 3a; 3b 819 10 11 Mittel 


C 68.75 69.32 69.10 69,10 69.26 HO 39 OO 6907 BALL 6946, — | — 69.16 
H 11.82 11,68 11,29 11,63 11,68 11,13 11.73 11,39 1148) — | — | — | 
N — |— | — | 1,85] — | — | 1,62] 1.96) — | 1,89) 1,78] 1.66) 1.58) 1,36 


In 85° oigem Alkohol suspendirt und einer Temperatur 
von etwa 50° ausgesetzt, zeigt das Cerebron ein eigenthiim- 
liches und charakteristisches Verhalten, auf das schon oben 
hingewlesen wurde und das fiir die Erkennung und Isolirung 
sehr wesentliche Dienste geleistet hat. Die fein vertheilten 
Theilchen setzen sich zu Boden und backen in’ kurzer Zeit 
zu einer zusammenhiingenden Masse zusammen. Jetzt beginnt 
der Process, den wir als Umlagerung bezeichnet haben. Nimmt 
man nach einiger Zeit (etwa eimer Stunde) eine Probe 
heraus und betrachtet sie unter dem Mikroskop, so sieht man, 
wie aus den Knollen nadel- bliittchenfOrmige Krystalle 
herausgewachsen sind (Figur 4). Eine spiter entnommene 
Probe liisst bet der mikroskopischen Untersuchung tiberhaupt 
keine Knollen mehr erkennen, alles ist in feine durcheinander 
geschobene Bliittchen, die hiiufig als unvollkommen ausgebildete 
sechsseitige Tafeln mit) ganz scharfen begrenzungslinien. er- 
<cheinen, verwandelt (Figur 5). Mit blossem Auge sieht man 
die Fltissigkeit) mit prachtvoll gliinzenden Flitterchen  erfiillt. 
Der makroskopische Anblick erinnert an Cholesterin. 

Versuche, die mit wasserreicherem und wasserirmerem 
Alkohol und bei verschiedenen Temperaturen angestellt wurden, 
ergaben, dass die Umlagerung unter den angegebenen Ver- 
hiilthissen am besten schnellsten erfolgt. reines 
Cerebronpriiparat wird ydllig umgelagert. die 
blattchen, so scheiden sie sich in der Regel amorph wieder 
aus. Nur aus heissem Aceton erfolgt die Abscheidung regel- 
missig in deutlichen Krystallen, die der durch Umlagerung 
erhaltenen entsprechen. Dass man unter den in der Haupt- 
sache amorphen Formen, wie sie aus chloroformhaltigem 
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Methyvlalkohol ausfallen, hiufig auch einige Krystallisationer 
findet, wurde schon erwahnt, aber auch eine Abscheidung 
aus reinem Methylalkohol, die einige Tage gestanden hatte. 
zeigte sich ganz durchsetzt mit Krvstallbliattchen, die vielfact 
die Formen der sechsseitigen Tafel ganz besonders schon 
zeigten (Figur 6). 
Die Umlagerung geht jedenfalls mit einer Aufnahme von 
Wasser einher, wie aus den Resultaten der Analysen sich ergibt. 
1. 0,1522 vollig umgelagertes Cerebron leferten 0.3799 g CO, 
und 0.1595 H,O, d. i. 68,0890 C und 11.64% 0 H. 
2. O1080 vollig umgelagertes Cerebron lieferten 0,2564 ¢ CO, 
und 0.1100 g d. 1. 67,909. C und 11,87°o H. 


I 2 Mittel 
C 68.08 67.90 67.99 
11.64 11,87 11.75 


beim Zerreiben von Cerebron mit concentrirter Schwefel- 
siiure tritt Gelbfirbung ein, die ungelésten Flocken. fiirben. sich 
allmithlich purpurroth. Kocht man Cerebron kurze Zeit mil 
verdiinnter Salzsiiure, so zeigt die Fliissigkeit die Eigenschatt, 
beim Erwitrmen Fehling sche Loésung zu reduciren. 

Kine Chloroforml6sung von Cerebron vermag Brom zu 
binden. Beim Verdunsten bleibt das Bromcerebron als amorphe 
sprode Masse zurtick, die in Alkohol sehr viel leichter lOslich 
Ist als die urspriingliche Substanz. 

Was die Spaltungsprodukte betrifft, so lisst sich bis 
jetzt nur Folgendes sagen. Beim Kochen mit Mineralsiiuren 
zertallt das Cerebron in einen Zucker, einen sauer und einen 
akalisch reagirenden Atomcomplex. Der Zucker geht in die 
wiisserige Losung iiber, die anderen Spaltungsprodukte sind in 
Wasser unloslich und kénnen durch Filtration abgetrenn! 
werden. Sie lassen sieh durch Krystallisation, sowie auch 
durch Fallen ihrer alkoholischen Losung mit methylalkoholischen 
yarvt von einander trennen. Von den Siiuren (es handelt sich 
vielleicht um mehrere) ist die eine frei von Stickstoff, in Aether 
und warmem Alkohol leicht l6slich. Beim Erkalten wird die 
alkoholische L6sung dick, kleisterartig. Die Masse 
sich schlecht filtriren und nimmt beim Trocknen im Vacuum 
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wachsartige Consistenz an. Diese Siiure addirt kein brom, 
dagegen kommt diese Eigenschaft dem = alkalisch reagirenden 
Spaltungsprodukt zu. Dass der Zucker Galactose sel, war 
nach friiheren Untersuchungen zu vermuthen. In der That 
liess er sich durch die Ueberfiihrung in Schleimsiiure und in 
ein Osazon vom Schmelzpunkt 190° als solche erkennen. 

Wir sind mit der Untersuchung der Spaltungsprodukte 
des Cerebrons, sowie mit der Reindarstellung und Unter- 
suchung der oben kurz angedeuteten weiteren bBestandtheile 
der Marksubstanz beschiiftigt. 


Ueber das Schicksal einiger isomeren Oxychinoline (Carbostyril 
und Kynurin) im Thierkorper. 
Von 
Dr. Béla y. Fenyvessy, 
Assistenten am pharmacolog. Institut der Universitat zu Budapest. 
Aus der chemischen Abtheilung des physiologischen Institutes in Berlin. 


Der Redaction zugegangen am 12, August 1900.) 


Die ersten Untersuchungen tiber das Verhalten  einiger 
Chinolinderivate Thierkorper wurden im Zusammenhange 
mit der Frage tiber die Entstehung der Kynurensiiure, einer 
Im normalen Hundeharn vorkommenden Oxychinolincarbon- 
siiture, vorgenommen. Die Versuche, die unter Jaffe s Leitung 
von A. Schmidt?!) und F. Rosenhain?) ausgefithrt und in 
deren Verlaufe auch die in dieser Arbeit) behandelnden 
ixomeren Oxychinoline beriicksichtigt wurden, ftihrten in bezug 
auf die gestellte Frage zu keinem positiven) Resultate, da 
Bildung von Kynurensiiure nach Verabreichung einer Reihe 
verwandter Substanzen nicht beobachtet werden konnte. 
Rh. Cohn’; nahm = die physiologisch-chemische Untersuchung 
dreier isomerer Methylchinoline (Chinaldin, Ortho- und Para- 
methylchinolin) in der Erwartung vor, dass dieselben Synthesen 
mit Produkten des thierischen Stoffwechsels eingehen wiirden. 
Dies war aber nicht der Fall, und der Verfasser gelangt zu 


1, A, Schmidt. Ueber das Verhalten einiger Chinolinderivate 
iin Thierkérper mit Riicksicht auf die Bildung von Kynurensiure. Inausz.- 
Dissert. Konigsberg 

F. Rosenhain. Beitr. z. Kenntniss der Kynurensiiurebildung 
im Thierkérper. Inaug.-Dissert. Kénigsberg 1886. 

3) R. Cohn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. XX, $. 210. 
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der Annahme, dass der Chinolinkern im Thierkérper besonders 
leicht zerstort werden kann. Dass diese These keine allge- 
meine Giiltigkeit fiir sonstige Chinolinderivate hat, wie es 
iibrigens schon Cohn vermuthete, dafiir wurde der Beweis 
durch die Untersuchungen von E. Rost und von C. Brahm 
liber das physiologisch-chemische Verhalten des Chinosols (ein 
Gemenge von o-Oxychinolinsulfat und Kaliumsulfat) erbracht. 
Rost!) wies nach, dass das o-Oxvchinolin im Thierkérper 
eine Paarung mit Schwefelsiiure eingeht. Brahm?) gelang 
es, aus dem Harne der mit Chinosol gefiitterten Hunde und 
Kaninchen o-Oxychinolinglykuronsiiure zu gewinnen. 

Diese letztere Arbeit gab die Veranlassung zu weiteren 
Untersuchungen tiber das Schicksal isomerer Oxvchinoline im 
Thierkorper. 

Das Chinolin ist bekanntlich aus einem Benzol- und einem 
Pyridinringe zusammengesetzt. 

Da das von Rost und Brahm untersuchte Chinolin- 
derivat im benzolkern hydroxylirt war, so lag es am niichsten, 
isomere Korper, die aber die OH-Gruppe im Pyridinkern tragen, 
auf ihr physiologisch-chemisches Verhalten zu priifen. Dieser 
Aufgabe kam ein weiteres Interesse in Folge der nahen Ver- 
wandtschaft eines der Py-Oxvchinoline zur Kynurensiiure zu. 

Aus diesem Grunde wurden nachstehende Untersuchungen 
ber das Verhalten von Carbostyril und Kynurin im Thier- 
korper auf Vorschlag und unter Leitung von Herrn Prof. Thier- 
felder aufgenommen. 


Carbostyril. 


CjH,NO(+ H,0). — Das néthige Material wurde von der 
chemischen Fabrik Th. Schuchardt (G6rlitz) bezogen. Das Pri- 
parat erwies sich als vollig rein. (Schmelzpunkt: 198-200° C.) 

Ueber das Schicksal des Carbostyrils im Thierkérper gibt 
A. Schmidt’) auf Grund zweier Kaninchen-Versuche Folgen- 

1, E. Rost, Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesundheitsamte. 15, 288. 

2) C. Brahm, Ueber das Chinosol, sein Verhalten im Thierkorper 
etc. Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIII, S. 439. 

3) 
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des an: «Der Urin gab in beiden Fallen keine Spur von 
Kvnurensiiure, dagegen schien er eine gepaarte Schwefelsiiure 
zu enthalten.» Es wurden je 0,25 g Carbostyril einmal per 
os, das andere Mal subcutan verabreicht. Giftwirkung wurde 
nicht beobachtet. 

Nachstehende Versuchsergebnisse wurden ebenfalls an 
Kaninchen gewonnen. Die Thiere wurden mit Hafer erniihrt, 
das Carbostyril wurde in der Regel (die wenigen subcutanen 
Versuche werden besonders besprochen) per os, und zwar 
wegen der Schwerldslichkeit der Substanz in Form von Gummi- 
emulsion zugefiihrt. Die einmalige Dosis war gewohnlich 0,5 ¢ 
resp. O,25—0,30 pro 1000 Korpergewicht).  Hierbei traten 
regelmissig Vergiftungserscheinungen auf; doch waren die- 
selben gewohnlich bald tiberwunden, so dass es zweckmiis=ig 
erschien, die ohnehin geringe Ausbeute an dem zu besprechen- 
den Harnprodukt) nicht durch Einschriinkung der Carbostyril- 
zufuhr noch weiter herabzudriicken. 

Die Wirkung des Carbostyrils fiusserte sich in Form 
von Liihmungserscheinungen, Schon nach 5—10 Minuten nach 
der Eingabe zeigten die Thiere auffallende Mattigkeit, und nach: 
etwa einer halben Stunde fand man sie mit ganz schlatlen 
Mxtremitiiten- und Nackenmuskulatur gewohnlich in Seitenlage: 
in Riiekenlage versetzt, konnten sie sich nicht aufrichten: aul 
stiirkere Reize zeigten die Thiere machtlose Abwehrversuche : 
Reflexe waren erhalten. Die Athmung, Anfangs beschleunigt. 
war in diesem Stadium der Lithmung sehr verlangsamt und 
erschwert. Seitens der Circulation wurden, ausser einer an- 
finglichen, nicht sehr starken Erweiterung der Ohrgetfiis=e. 
keine auffiilligen Erscheinungen beobachtet. Aus be- 
schriebenen Lithmungszustande erholten sich die Thiere ge- 
wohnlich in 3—5 Stunden und verhielten sich dann bis) zum 
niichsten Tage scheinbar ganz normal. Erst bei lingerer Be- 
handlung stellte sich eine Abnahme der Fresslust und de- 
KOrpergewichtes, sowie ein schwererer Verlauf der Einzelver- 
giftungen ein. Sodann wurde die Verabreichung von 
hostvril auf einige Tage ausgesetzt, was ohne Zeitverlust ge- 
schehen konnte, da gleichzeitig an 3—5 Thieren experimen- 


4 

Nee 

\ 

‘ 


tirt wurde. Todtlicher Verlauf wurde entweder nach ein- 
maligen zu grossen Dosen oder aber an schon vorbehandelten 
Thieren auch nach der gewodhnlichen Gabe beobachtet. In 
solchen Fiillen verblieben die Thiere bis zum Tode 12—2+4 
Stunden lang in dem schweren Lithmungszustande. Der Sec- 
tionsbefund war wenig charakteristisch. Als constanter Befund 
sollen ausgedehnte Blutungen im Magenfundus hervorgehoben 
werden. 

Kinen niheren Einblick in das Wesen der Carbostyril- 
wirkung gestatteten einige Froschversuche.  Frosche, denen 
man 0,05—O0,10 g Carbostvril in Pulverform in den Magen 
bringt, zeigen bald dieselben Lithmungserscheinungen, die an 
den Kaninchen beobachtet wurden. Das Herz eines voll- 
stiindig gelihmten Frosches schliigt noch viele Stunden lang 
mit normaler Kraft und Frequenz. An zwei solchen Thieren 
wurde die Priifung der elektrischen Erregbarkeit des Plexus 
ischiadicus und der Schenkelmuskulatur mit Hilfe des Schiitten- 
apparates vorgenommen. Es zeigte sich nun, im Vergleich 
mit einem normalen Thiere, eine sehr betriichtliche Abnahme 
der Wirksamkeit der Nervenreizung, dagegen eine ganz ge- 
ringe oder auch keine Abnahme der direkten Muskelerreg- 
barkeit. 

Somit scheint das Carbostyril eine curareiihnliche Wir- 
kung zu besitzen. 

Beztiglich der beschriebenen Magenblutungen soll erwihnt 
werden, dass Carbostyril, in Pulverform das Auge eines 
Kaninchens gebracht, eine ziemlich starke, wenn auch nur 
wenige Stunden lang dauernde R6thung der Bindehaut her- 
vorrult. 

Der Harn der mit Hafer ernihrten Kaninchen ist con- 
centrirt und stark sauer. Am ersten bis zweiten Tage nach 
Verabreichung von Carbostvyril erschien im Harn oft rechts- 
drehender Zucker. Derselbe wurde durch das optische Verhalten, 
durch die Trommer’sche Probe sowie durch die Gihrungs- 
fiihigkeit charakterisirt. Nach der Vergiihrung, sowie an den 
weiteren Carbostvriltagen auch ohne Vorbehandlung zeigte der 
Harn eine deutliche Linksdrehung, hielt) ziemlich viel alka- 
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lisches Kupferoxyd in Losung, reducirte aber auch beim 
Kochen nicht. 

Zur Reindarstellung der linksdrehenden Substanz diente 
das bekannte bleiverfahren. Der Harn wurde zuniichst mit 
neutralem, sodann mit basischem Bleiacetat gefiillt. Dieser 
letztere) Niederschlag wurde nach Auswaschen mit heissem 
Wasser im H,S-Strom entbleit, das Filtrat auf dem Wasserbade 
eingeengt: bel geeigneter Concentration schieden sich aus der 
wiederholt mit Thierkohle behandelten Fliissigkeit voluminése, 
aber specifisch leichte Krystallmassen ab, welche durch Um- 
krystallisiren aus heissem Wasser leicht gereinigt werden 
konnten. Es wurden nach Verabreichung von ungefiihr 80 ¢ 
Carbostyril etwa 4 g dieser Substanz gewonnen. 

Die Substanz, eine schneeweisse, weiche Masse besteht 
aus mikroskopisch kleinen, sternformig angeordneten Krystall- 
nadeln, Die Substanz hat keinen scharfen Schmelzpunkt: von 
220° C. an fiirbt sie sich allmiihlich dunkler und bei 250 bis 
252° C. verkohlt sie. Sie ist schwer léslich in kaltem, leicht 
in heissem Wasser, fast unl6slich in Alkohol, Aether, Chloro- 
form, Benzol ete. In Alkalien l6st sich die Substanz sehr 
leicht auf und wird aus einer concentrirten alkalischen Losung 
auf Zusatz von wenig HCl krystallinisch gefiillt: tiber- 
schiissiger HC] lost sie sich jedoch wieder auf. Die wasserige 
Losung der Substanz reagirt sauer, hilt viel alkalisches 


Kupleroxvd in Losung, reducirt aber beim Kochen nicht. Aut 


Grund der beobachteten linksdrehenden Eigenschaft des 
wurde eine gepaarte Glycuropsiiure vermuthet und die 
Spaltung derselben versucht. Gegen Einw.rkung von heissen 
Mineralsiiuren erwies sich die Substanz als sehr widerstends- 
fiihig. Erst nach 15—20 Minuten lang fortgesetztem Kochen 
mit 10° oiger HEL gelingt die Reductiopsprobe in Spuren, wo- 
gegen die von Brahm isolirte Oxyehinolinglycuronsiiure 
ber derselben Behandlung schon nach 5 Minuten ausgiebige 
Spaltung erfiihrt. Zur Priifung des oplischen Verhaltens eignet 
sich die Substanz wegen ihrer Schwerldslichkeit nicht. Die 
angegebenen Eigenschaften der Substanz machten es in hohem 
Grade wahrscheinlich, dass wir es mit einer gepaarten Gly- 
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curonsdure zu thun haben. Zur vollen Sicherheit war die 
Analyse der Substanz nothig. 

Die qualitative Untersuchung der Siiure ergab die An- 
wesenseit von C, H und N, aber keinen S. 

Zum Zwecke der Elementaranalyse wurde die Substanz 
im Vacuum tiber H,SO, bis zur Gewichtsconstanz getrocknet, 
wobei nur eine ganz geringe Gewichtsabnahme stattfand; eine 
weitere Gewichtsabnahme trat bei 100°, endlich auch bei 140° 
nicht ein. 

Bei der Verbrennung der Substanz gelang es uns nicht, 
nur irgendwie ibereinstimmende Resultate zu erzielen. Wir 
verzichteten auf weitere Versuche, da wir uns auf Grund der 
Erfahrungen von Brahm von der Analyse des Kalisalzes mehr 
Erfolg versprechen konnten. 

Der N-Gehalt der freien Siiure wurde nach Kjeldahl 
mit der Kriiger’schen Modification bestimmt. Die Substanz 
wurde bei 100° bis zur Gewichtsconstanz getrocknet. 


I. 0.1603 g Saiure verbrauchten 4,50 ccm. N.-HC1, 


I]. 01963 » » 550 » 
Gefunden N C,;H,,NO, verlangt 
I. 3.93% 4,10 


II. 3,92 

Einen weiteren Aufschluss tiber die Zusammensetzung 

der Substanz erhielten wir durch Titration einer heissen Siure- 
losung mit 3/,) N.-KOH. 


I. 0.1317 g Séiure brauchten zur Neutralisation 3,9 ccm. N.-KOH 


Il. 0.5592 » > > 16,25 >» > 
100 g Saure verbrauchen g K 
Gefunden verlangt 
I 11,54 11.50 
11,33 
Kalisalz. 


Dasselbe wurde theils durch Umsetzung des Barytsalzes 
(bereitet durch Neutralisiren der heissen Siiurelosung mittelst 
Ba(OH), und Entfernen des tiberschiissigen Ba durch CQ,) 
mit Hilfe von Kaliumsulfat, theils durch Neutralisiren der freien 
Siiture mit KOH hergestellt. In beiden Fiillen wurde die 


Losung des Kalisalzes zuniichst auf dem Wasserbade, dann 
im Vacuum tiber H,SO, eingeengt. Krystallisation konnte aber 
auf diese Weise nicht, sondern erst durch Zusatz von Alkohol 
zur heissen Salzl6sung bei nachtriiglichem Einengen im Vacuum 
erzielt werden. 

Das Kalisalz krystallisirt in schwefelgelben Nadeln, ist 


lslich in Alkohol, Aether, Chloroform ete. Die Losung reagirt 
neutral und dreht die Polarisationsebene stark nach links. 
Aus einer concentrirten LOsung wird die Saéure durch Mineral- 
siiuren freigemacht und krystallinisch abgeschieden. 

Das Kalisalz hat, wie die freie Siiure, keinen  scharfen 
Schmelzpunkt. Es verkohlt bet 270—272° C. Die im Vacuum 
liber Schwefelsiture getrocknete Substanz bleibt bei 10O0—120° C. 
unverindert. 

Zum Zwecke der Analyse wurde das Kalisalz bei 100° 
bis zur Gewichtsconstanz getrocknet. Die Substanz erwies 
sich sowohl bei der Verbrennung, wie auch beim Abrauchen 
mit als sehr schwer zerstorbar. 

Die C-, H-Bestimmung wurde in geschlossenem 
mit Bleichromat unter nachtriiglicher O-Durchleitung, N-Bestim- 
mung nach Kriiger ausgefiihrt. Um den K-Gehalt zu ermitteln, 
muissten wir, da das Zerst6ren des Salzes immer unter Zurtick- 
lassung von Kohle erfolgte und allzu geringe Werthe lieferte, 
einen Uimwee einschlagen; wir lésten die abgewogene Menge 
des Kalisalzes in miglichst wenig Wasser, fiigten einige Tropfen 
verdiinnter HCL hinzu, entfernten die abgeschiedene organischec 
Sire durch Filtriren und bestimmten aus dem in Losung befind- 
lichen KCL das Ko nach Abdampfen des Wassers in der tib- 
lichen Weise als K,SO,. 


1. 0.2259 Kalisalz lieferten 0.3962 g CO, 
» H,O 
Il. O,2O9S >» 0.3677 » CO, 


Hl. verbrauchten 4.35 ccm. 110 N.-HC] 

IV. O,1697 415 > 

V. O1382 » lheferten 0.0312 K,SO,) Riickstand blass-roth 
VI. O1050 » 0.0247 cefiirbt. | 


7 leicht loslich in kaltem, noch mehr in heissem Wasser, un- 
| 
0.0785 >» H,O 


(,,H,,NO.K 


I 
Gefu iden v verlangt 1) 


I il lV VI 
C 47,83 47,78 — ~— — 47,75 
H 3.82 4.16 — — — — 4,24 
N 3.43 3,43 : 3.71% 


Es handelt sich also hier um eine Carbostyril-Gly- 
curonsiiure (resp. um thr Kalisalz), der auf Grund der Ana- 
lysen die Formel C,,H,,NO, (resp. C,,H,,.NO JK) zukommt. Die 
Vereinigung ist also scheinbar ohne Austritt von ver- 
laufen. Man wird annehmen miissen, dass die Aldehydgruppe der 
Glycuronsiiture zunichst in eine zweiwerthige Alkoholgruppe 
iibergefiihrt, diese mit dem Carbostyril unter Austritt) von 
Mol. zusammengetreten und keine innere Anhydrid- 
bildung erfolgt ist. Aehnlich erkliirt Blum?) die Zusammen- 
setzung der Dichlorthymolglycuronsiiure. 


Specifische Drehung des Kalisalzes. 


Gehalt an Gehalt an Specifisches Beobachtete) Specifische 


Snbstanz in Substanz in) Gewicht der ne Winkel- Drehuny 
100 com. 100 | Lésung des Robrs | drehung 
£8192 48199 | 2,019 22 | | —85.17 
. Be (18° } es}. 
2 | 250-44 | 2.5680 (229 | —4 30 81,55 
3) 11840 


2,2 | —4193 | —73.52 


Wie aus obiger Tabelle ersichtlich, nimmt das specifische 
Drehungsvermégen des Kalisalzes mit) verminderter Concen- 
tration der Lésung ab. 


1) Auf Veranlassung von Herrn Professor Thierfelder fiige ich 
folgende Berichtigung ein: In der Arbeit von C. Brahm, Zeitsehr. f. 
physiol. Chemie, Bd. XXVIII, S. 443, muss es nicht heissen: 

C,,H,,NO,K, sendern C,.H,,NO,K H,O 


7.74 4774 
449 424 
| 3.71 
10.03 10.37 


“) F. Blum, Ueber Thymolglycuronsiiure. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie, Bd. XVI, S. 514. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXX. Ob 


Nachdem es sich herausstellte, dass sich das Carbostyril 
beziiglich der Paarung mit Glycuronsiiure dem o-Oxychinolin 
tihnlich verhiilt, war es schon vorneherein zu vermuthen, dass 
es auch mit Schwefelsiiure eine Synthese eingeht. 

Dies wurde durch quantitative Bestimmung der yor und 
nach der Carbostyrilzufuhr ausgeschiedenen Harnschwefel- 
siiuren bewiesen. Folgender Versuch wurde an einem hungern- 


den Kaninchen ausgefiihrt. Erster Normaltag —= zweiter 
Hungertag. 


Doppelte Bestimmungen der H,SO, nach Baumann. 


Milligramm in der 2-4stiin- 


digen Harnmenge 
Bemerkungen 
Sulfat- Gepaarte 
schwefel- | Schwefel- | 
siiure siiure 
1. Normaltag .. | 156.30 | | 60 ccm. Wasser per os. 
2. Carbostyriltag 54,25 137.80 0,5 Carbostyril in 60 cem., 
| _ Emulsion. 
3. Normaltag .. | | 53.26 60 ccm. Wasser. 


Die bedeutende Zunahme der gepaarten und die ent- 
sprechende Abnahme der Sulfatschwefelsiiuren nach Verab- 
reichung von Carbostyril weist auf die Bildung von Carbo- 
styrilschwefelsidiure hin. Aus den obigen Zahlen liisst ex 
sich berechnen, dass etwa 25° /o (0,13 g) der eingefiihrten Sub- 
stanz in Form von Aetherschwelelsiiuren ausgeschieden wurden. 

Ks sollen zum Schluss zwei Versuche erwithnt werden. 
in denen das Carbostyril subcutan verabreicht wurde (eben- 
falls in Emulsion). Das eine Kaninchen erhielt 0,5 g, das 
andere in drei Tagen im Ganzen 1,30 g Carbostvril. Jn 
beiden Fiillen stellten sich die schon beschriebenen Lithmungs- 
erscheinungen ein; das erste Thier ging zu Grunde, das an- 
dere erholte sich bald. Die gesammelten Harne waren optisch 
inactiv, gaben nach dem ublichen Tsolirverfahren keine Krystalle 
der gepaarten Glycuronsiure, auch konnte solche durch die 
Reductionsprobe nicht nachgewlesen werden. 
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Kynurin. 

C,H,NO| + 3H,0). Das Versuchsmaterial wurde nach 
Schmiedeberg und Schultzen!) durch Schmelzen der reinen 
Kynurensiiure dargestellt. Nach Monate lang fortgesetztem 
Sammeln von Kvynurensiiure gelang es uns, etwa 10 g reines 
Kynurin zu gewinnen. Die base krystallisirt glinzenden, 
harten Prismen, bei pl6tzlichem Ausfallen in’ feinen Nadeln. 
Die Substanz hat den verlangten Schmelzpunkt von 201°C. 
Sie Ist loslich in Wasser, leichter in Alkohol. Auf Zusatz von 
FeCl], entsteht eine carminrothe, von Millon’s Reagens eine 
gelbgriine Farbung. Reines Kynurin gibt die von Jaffe?) fiir 
Kynurensiure angegebene Reaction. 

Nach A. Schmidt, der einem Kaninchen 0,5 g Kynurin sub- 
cutan injicirte, wurde die Substanz unveriindert ausgeschieden. 

Nach dem negativen Ausfall der subcutanen Carbostyril- 
versuche (in bezug auf gepaarte Glycuronsiiure) schien es 
uns vortheilhafter, das Kynurin per os zu verabreichen. So 
erhielten zwei Kaninchen 9 g Kynurin in wiisseriger Losung, 
zuerst in Dosen von 0.5 g, dann aber 1 g. Dabei zeigten die 
Thiere gar keine krankhafte Erscheinungen: sie nahmen sogar 
an Gewicht zu. Somit kann das Kynurin im Vergleich zu dem 
isomeren Carbostvril fiir das Kaninchen als vollkommen un- 
schiidlich bezeichnet werden. Nicht so aber fiir den Frosch. 
Kin Frosch, der 0,05 g Kynurin subcutan erhielt, zeigte genau 
dieselben Lihmungserscheinungen bei lange Zeit normaler 
Herzthatigkeit, wie solche nach Carbostyril beobachtet wurden. 

Der Harn der mit Kynurin verfiitterten Kaninchen dreht 
die Polarisationsebene nach links, und reducirt alkalisches 
Kupferoxyd nach verhiiltnissmiissig kurzem Kochen mit 10° 0 HCI, 

Kin Theil des gesammelten Harnes wurde nach dem von 
Schmidt angegebenen Verfahren bearbeitet. Der Harn wurde 
eingedampft, mit Alkohoi erschdpft, der Alkohol verdunstet, 
der Riickstand mit schwefelsaurem Aether geschiittelt und der 


1, schmiedeberg u. Schultzen. Ann. d. Chemie u. Pharm., 164, 
Seite 155. 
9 


-) Jaffé. Zeitschr. f. phys. Chemie, Bd. VII. S. 399. 
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saure, Wisserige Riickstand dem Krystallisiren tiberlassen. Es 
schieden sich dabei spirliche nadelfOrmige Krystalle ab, welche 
auf Zusatz von Fe,Cl, zuerst die fir Kynurin charakteristische 
rothe Fiirbung zeigten. Aber schon nach wenigen Secunden 
ging die rothe Farbe in grin, spiiter in tiefblau tiber. Der 
Zusatz von HC! beschleunigt den Farbenumschlag, auf viel HC! 
verschwindet die blaue Farbe, kommt aber bei Verdiinnung der 
Fliixsigkeit mit Wasser wieder zum Vorschein. Die Rothfirbung 
des Kynurins auf Zusatz von Fe,Cl, bleibt dagegen Tage lang 
unverindert, und auf Zusatz von HCl verblasst sie, ohne in 
blau iiberzugehen. Somit waren die Krystalle nicht Kynurin. 

Die Hauptmenge des Harnes wurde nach dem oben beschrie- 
benen Bleiverfahren bearbeitet. Der grésste Theil links 
drehenden Substanz befand sich auch diesmal im basischen 
Bleiniederschlag, ein kleiner aber auch im Filtrat des Letzteren, 
aus dem er dann auf Zusatz von viel Ammoniak gefallt wurde. 
Die nach Entbleien des basischen bleintederschlages ge- 
wonnene Fliissigkeit firbte sich beim Einengen auf dem Wasser- 
hade dunkel und wurde tribe. Beim Filtriren) wurde das 
Filtrirpapler rosaroth gefiirbt. Nachdem auch bei starkem Ein- 
engen keine Krystallisation eintrat und eine Zersetzung der 
Substanz zu beftirchten war, schritten wir zur Darstellung des 
Kalisalzes der vermutheten) gepaarten Glycuronsiiure. beim 
Kinengen der wiisserigen Losung des Kalisalzes, das mit 
Hiilfe des Barytsalzes gewonnen war, schieden sich nadel- 
fOrmige Krvystalle aus, die durch wiederholtes Umkrystallisiren 
und Behandeln mit Thierkohle gereinigt wurden. Das Kalisalz 
schmilzt unter Zersetzung bet 258—260°C. Die wiisserige 
Losung reagirt amphoter und gibt auf Zusatz von Eisenchlorid 
dieselbe Farbenreaction, wie die erwiihnten aus dem alkoho- 
lischen Harnextract gewonnenen Krystalle. Das Kalisalz reducirt 
alkalisches Kupferoxvd direkt nicht, wohl aber nach Kochen 
mit verdiinnter HCl. Aus der Spaltungsprobe schieden sich 
nach lingerem Stehen nadelformige Krystalle aus, welche die 
Kynurinreaction (bestandige Rothfarbung auf Zusatz von Fe,Cl,) 
geben. Dieses Spaltungsprodukt scheint also Kynurin zu sein. 

Aus dem entbleiten ammoniakalisch-basischen Bleiacetat- 
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niederschlage wurden nach starkem Einengen nadelformige 
Krystalle gewonnen, die sich beztiglich der Eisenchlorid- und 
Reductionsprobe dem Kalisalz ganz analog verhielten. Ihre 
Losung reagirte aber sauer. Wir hielten diese Substanz fiir die 
freie gepaarte Glycuronsiiure; sie konnte wegen threr geringen 
Menge nur zu den erwiihnten Reactionen benutzt werden. 
Zur Analyse etc. wurde das Kalisalz verwendet. 

Auf Grund der beobachteten Eigenschaften (Linksdrehung, 
Reduction nach Kochen mit Salzsiiure), sowie der Analogie 
der beiden anderen Oxychinoline (o-Oxychinolin, Carbostyril) 
schien es uns in hohem Grade wahrscheinlich, dass auch in 
diesem Falle eine Verbindung von Kynurin und Glycuronsiiure 
vorlag. Da sonstige Bestandtheile ausser C, nicht 


vermuthet wurden, so verzichteten wir vorliufig —- um an 
Substanz zu sparen (wir besassen im Ganzen etwa 0,6 ¢ 
Kalisalz) —- auf qualitative Proben und fihrten gleich die 


Elementaranalyse des Kalisalzes aus. 

Die lufttrockene Substanz nahm beim Stehen tiber H,SO, 
im Vacuum kaum etwas an Gewicht ab. Eine weitere Gewichts- 
abnahme wurde auch nech Trocknen bei 100° nicht beobachtet. 

Zum Zwecke der Analyse wurde die Substanz im Luft- 
hade bei 100° bis zur Gewichtsconstanz getrocknet, 

I, 0,1862 g lieferten. . . . . . 0,0459 g H,O 

0.2718 » CO, 
I]. 0.1615 » verbrauchten . . . 5,5 ecm. N- HC] 
O.1067 » lieferten. . . . . . 0.0314 g K,S SO, 


Gefunden: 
C = 39,81 %o C = 
H = 2,74 %,o H= 4,24 
N= 4,77 °%o N= 371° 
K = 13,19 °%o K = 10,37 °o. 


Die Analysenzahlen stimmen also in keiner Weise zu 
der angenommenen Formel. Besonders die niedrigen Werthe 
von C und H liessen die Anwesenheit eines weiteren Bestand- 
theiles in dem Molekiil vermuthen 

Eine kleine Menge des Kalisalzes wurde mit Salpeter 
und Soda zerstért und auf Schwefel und Phosphor gepriift. 
Phosphor wurde nicht gefunden, dagegen eine ansehnliche 
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Menge von Schwefel. Dieser war als gebundene Schwefelsiiure ; 

im Molekiil vorhanden, denn die mit Essigsiiure und BaC!, 

versetzte klare Losung des Kalisalzes triibte sich beim Kochen 

mit HCl Eine Verunreinigung mit gepaarten Schwefelsiiuren 
konnte ausgeschlossen werden, da das Kalisalz wiederhol| 
und mikroskopisch vollig einheitlich war. 

Der Korper ist also complicirter zusammengesetzt, als 

wir vermutheten. Zur Aufklirung dieser Zusammensetzung ist 

welteres Material nothig, mit dessen  Herstellung wir be- 

schiiftigt sind. 

Zum Schluss sei es mir gestattet, Herrn Prof. Thierfelder ) 

fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir die Unterstiitzung, ; 

die er omit Rath und That mir giitigst zu Theil werden lless, 

meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 

i 


Zur Kenntniss der Extractivstoffe der Muskeln. 
Von 
WI. Gulewitseh und Amirad2ibi. 


Aus dem medicinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Charkow, 


Der Redaction zugegangen am 13. August 1900.) 


Die Muskeln mit ihren zahlreichen Extractivstoffen, deren 
genaue Kenntniss unsere Vorstellungen) von dem Chemismus 
des Umsatzes der complicirteren Bestandtheile dieser Or- 
bedeutend zu erweitern im Stande ist, haben schon 
Gfters als Object der chemischen Untersuchungen gedient. 
Trotz vieler in dieser Richtung ausgefiihrten Arbeiten kann 
man aber nicht leugnen, dass unsere Kenntnisse von den 
Extractivstoffen der Muskeln noch ziemlich diirftige sind und 
dass die Anwendung neuer’ Untersuchungsmethoden manche 
his jetzt nicht bekannte Verbindungen darin) aufdecken wird. 
Betriigt doch z. B. der Stickstoffgehalt der aus den Extractiv- 
stoffen der Muskeln isolirten chemischen Individuen nur einen 
Bruchtheil des gesammten Stickstoffgehaltes des Fleischextractes. 
Da wir somit Griinde hatten, eine Reihe von bis jetzt nicht 
hekannten stickstoffhaltigen Bestandtheilen darin zu vermuthen, 
haben wir eine chemische Untersuchung der Muskelextractiv- 
stoffe unternommen, die zur <Auflindung des Carnosins, 
einer neuen organischen Base, gefiihrt hat und deren Resultate 
weiter unten mitgetheilt werden sollen. 

Fiir die Untersuchung haben wir 460 ¢ Liebig sches 
Fleischextract verwandt, welches in Wasser gelost, mit 


Schwefelsiiure angesiiuert und mit einer concentrirten Losung 


von Phosphorwolframsiiture unter Vermeidung eines grosseren 
Ueberschusses derselben ausgefiillt wurde. Der enorme Nieder- 
schlag wurde nach 24 Stunden abgesaugt, ausgewaschen und 


1, Eine vorliufige Mittheilung wurde in den Ber. d. deutsch. chem. 
Ges., Bd. XXXII, S. 1902 veréffentlicht. 
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durch Zerreiben mit Barvthydrat in der Kiilte zersetzt. Aus 
dem Filtrate wurde der tiberschiissige Barvt durch die Kohlen- 
siiure entfernt, das neue Filtrat bis auf 1 Liter eingedampft, mit 
Salpetersiiure neutralisirt und mit Silbernitrat) versetzt. Der 
entstandene Niederschlag wurde abfiltrirt, das Filtrat nach 
A. Kossel’s Verfahren?) mit der néthigen Menge Silbernitrat 
und tiberschiissigem Barythydrat ausgefiillt, der Niederschlag 
abgesaugt, ausgewaschen und durch Schwefelwasserstoff zer- 
seizt. Die alkalische Fltissigkeit wurde mit Kohlensiiure ge- 
siittigt, eingedampft, von einem Niederschlage abfiltrirt und mit 
Salpetersiure neutralisirt. Die auf dem Wasserbade stark 
concentrirte Fliissigkeit) erstarrte nach dem Erkalten  strahlig 
krystallinisch; die Krystalle wurden abgesaugt und mit Alkoho! 
ausgewaschen, 

Das erhaltene Nitrat war in Wasser sehr leicht lOslich. 
Da es Folge dessen durch Umkrystallisiren) aus Wasser 
nicht zu reinigen war, verfuhren wir auf folgende Weise: das 
Salz wurde in wenig Wasser gelést und die heisse Losung 
mit Alkohol bis zur bleibenden Triibung versetzt; beim Stehen 
tiber Nacht schieden sich prachtvolle, sternformige Drusen vou 
zarten, nadelfOrmigen, durchsichtigen und farblosen Krystallen 
aus, welche abgesaugt wurden. Das Filtrat davon wurde ein- 
gedampft und noch heiss mit absolutem Alkohol bis 
bleibenden Triibung versetzt, wobei noch eine geringe Menge 
Substanz in denselben Drusen erhalten wurde. Diese Verbin- 
dung war das salpetersaure Salz einer noch nicht bekannten 
organischen Base, die wir Carnosin benannt haben. 

Carnosinnitrat. Das Salz, dessen Isolirung aus dem 
leischextracte oben beschrieben ist, wurde aus mdglichst 
wenig heissem Wasser umkrystallisirt, worin das Salz aiussers! 
lOslich war. Die sich nach Erkalten ausgeschiedene, 
strahlig krystallinische Substanz wurde abgesaugt, mit ver- 
diinntem Alkohol ausgewaschen, tiber Schwefelsiiure getrocknet 
und zur Bestimmung des specifischen Drehungsvermogens ver- 
wendet. 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXV, 5. 179. | 


Eine wisserige Losung der Substanz bei ¢ = 5,67° 0, 
t = 20° und | = 200 mm. zeigte!) «@ = + 2,81 Theilstriche 
(400 Theilstriche = 360 Kreisgrade), d. h. 

«| = + 22.30 

Die polarisirte Losung wurde stark eingedampft und die 
Substanz daraus durch Alkoholzusatz auf die oben beschriebene 
Weise abgeschieden. Das Salz schmolz unter starker Zer- 
setzung bei 211—212°. Die Lésung desselben zeigte eine 
schwachsaure Reaction auf Lackmuspapier, veriinderte aber die 
Farbe des Congopapiers nicht. Das Salz wurde bei 120° ge- 
trocknet, wobei es kein Krystallwasser verlor, und analysirt. 

I. O.2861 ¢ Substanz gaben beim Verbrennen im = Schiflchen 
0.3967 g CO, und 0,1388 ¢ HO. 

Il. O.2017 ¢ Substanz leferten beim Verbrennen mit Bleichromat 
02791 g CO, und 0,0986 ¢ H,0. 

I]. Aus 0.2848 ¢ Substanz resultirten 59,95 cem. feuchter N 
(16°: mm. Bar.). 


Gefunden: Berechnet fiir 
I. Il. HIT. CyH,,N,O,.HNO, C,H,,N,O,.HNO.,: 
37,82 37,7470 — 37,32 °/o 37.07 
544 %/o 5,48 — 5 24 5,89 °/o 
N — — 24.17 24,26 24.09 
() — — — 33,18 °/o 32.95 °/o 


Die Resultate der Analysen stimmen somit besser mit der 
Formel CjH,,N,O,.HNO, tiberein. ?) 

Carnosin wurde aus dem Nitrate durch die Fiillung des- 
selben mit der Phosphorwolframsiiure dargestellt. Der aus dem 
heissen Wasser umkrystallisirte Niederschlag wurde durch 
Barythydrat auf die bekannte Weise zersetzt. Das Carnosin 
ist in Wasser sehr leicht loslich; aus der wiisserigen Losung, 
die eine starke alkalische Reaction hat, wird es durch Alkohol 
gefiillt. Die Verbindung schmilzt unter starker Zersetzung 
bei 239°. Das Carnosin krystallisirt in mikroskopischen flachen 


1) Die Beleuchtung war etwas ungiinstig. 

2) Der Kohlenstoffgehalt wurde um etwa 0,4° 0 hoher gefunden, 
was bei der Verbrennung eines Nitrates trotz der vorgelegten reducirten 
Kupferspiralen leicht der Fall sein kann. 
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zugespitzten Niidelchen: die AuslOéschungsrichtung ist der langen 
Kante parallel, welche die Axe der klemeren Elasticitit ist. 

Saures Carnosinsilbernitrat wurde durch Vermischen 
von Carnosinnitrat mit einem Ueberschuss von Silbernitrat 
dargestellt: die zur Syrupdicke cingedampfte Fliissigkeit wurde 
mit) absolutem Alkohol durchgertihrt, der ausgeschiedene 
Niederschlag abgesaugt und mit Alkohol ausgewaschen, um das 
liberschiissige Silbernitrat zu entfernen. Die iibrig gebliebene 
Substanz war in Wasser sehr leicht loslich. Die zum Syrup 
eingedampfte sauer reagirende Losung derselben krystallisirte 
hei liingerem Stehen in mikroskopischen langen schiefen oder 
rhomboidalen Tafeln, deren spitze Winkel hiiufig abgestumpt! 
waren. Bert der leichten Loéslichkeit der Substanz und der 
eeringen Menge derselben konnte sie weiter nicht gereinigt 
werden, 

Carnosinsilber. Die mit Wasser verdiinnte Losung von 
Carnosinsilbernitrat: wurde mit to N.-Kalilauge bis zur 
Bildung einer geringen gelborangen Fiillung versetzt, die Losung 
filtrirt und mit einigen weiteren Cubikeentimeter Kalilauge ge- 
mischt, wober eine schwache rein weisse Tribune entstand. 
Die schwach alkalisch reagirende Fliissigkeit wurde aul dem 
Wasserbade stark eingedampft, wobei eine geringe Schwiirzung 
eintrat. Beim Stehen verwandelte sich die Fliissigkeit eine 
vollstiindige durchsichtige Gallerte, in der keine Krvstaile unter 
dem Mikroskop bemerken waren. Beim Erwiirmen  loste 
sich die Gallerte vollkommen auf und die von einer geringen 
Menge reducirten Silbers abfiltrirte Fliissigkeit schied nach dem 
Erkalten und beim Umrithren einen kurz- feinfaserigen 

Niederschlag aus, der beim Stehen etwas gallertartig wurde. 
Der Niederschlag wurde abfiltrirt, mit Wasser, Alkohol und 
Aether ausgewaschen, im Vacuum getrocknet und analysirt. 

IV. 0.1806 ¢ Substanz in Wasser unter Zusatz von HNO, gelos! 

und mit HE] gefaillt gaben AgCl. 


Gefunden: Berechnet fiir 
IV. C,H,,Ag,N,O,.H,O: 
Ag 467-4 ° 47,11 °%/o. 


Es war somit die erhaltene gallertige Substanz das Carno- 
sinsilber C,H,,Ag,N,O,-H,O resp. C,H,,N,O,-Ag,0, das dem 
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Argininsilber C,H,,N,O,-Ag,01) analog zusammengesetzt ist 

und sich aus dem Doppelsalze mit dem Silbernitrate ebenfalls 

unter Freiwerden der organischen Base bilden. soll: 

2 CH,,N,O,- HNO, + AgNO,) 4KOH = C,H,,N,O,-Ag,O 4KNO, + 
C,H,,N,0, 5H,0. 

Wie fiir die Bildung von Argininsilber, so ist auch. fiir 
die des Carnosinsilbers die Mitwirkung von einem fixen Alkali 
nothwendig: setzt man zu einer Losung von Carnosin- und 
Silbernitrat Baryvtwasser oder Kali- resp. Natronlauge, so be- 
kommt man einen volumindsen weissen Niederschlag von Car- 
nosinsilber, dessen Bildung aushleibt, wenn Ammoniak, selbst 
iiusserst vorsichtig, anstatt des fixen Alkali zugesetzt wird. 
Das Carnosin verhilt sich somit) in’ dieser Hinsicht dem 
Arginin analog und von dem Histidin verschieden. 

Die zwischen dem Carnosin- und dem Argininsilber 
existirende Analogie wird dadurch noch auffallender, dass 
auch das Carnosin eine mehr Silber enthaltende Silberbase 
bilden kann. Als niimlich das Filtrat von dem oben be- 
<chriebenen Carnosinsilber mit Wasser verdiinnt und mit 
140 N.-KOH fractionirt und unter gutem Umriihren weiter getiillt 
wurde, entstanden zwei volumin6se, gallertartige, schneeweisse 
Niederschliige (Nr. 1 und 2), welche abfiltrirt und mit Wasser, 


Alkohol und Aether in einem verdunkelten Zimmer sehr sorg- } 
filtig ausgewaschen wurden, was viel Zeit in’ Anspruch ge- 
nommen hat. Die Niederschliige wurden dann im Vacuum 
getrocknet und analysirt. 
VY. OA987 g Substanz Nr. 1 gaben beim Verbrennen im Schiffelien 
CO,, g H,O und 0,0958 ¢ Ag. 
VI. O1866 ¢ Substanz Nr. 2 in Wasser unter Zusatz von HNO, 
gelést und mit HCl geféllt leferten 0,1225 ¢ 
Gefunden: serechnet fiir 
V. VI. CoH, Ag,N,O,: 

(24.50! 23.57% 

H 3,289 3.09 9 

Ag 48,219 49,42°'5 47 11° 


Also enthielten diese zwei Substanzen mehr Kohlenstoff 
und mehr Silber, als es fiir die Formel C,H,,N,O,.Ag,0. be- 


1) WI. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 205. 


4 
| 
= 
2 
3 


— 


rechnet ist, da das Carnosin als eine starke Base Kohlensdure 
aus der Luft anzieht und ausser der Verbindung mit 2 Atomen 
Silber noch Verbindungen mit einem héheren Gehalt an Silber, 
vermuthlich eine mit 3 Atomen Silber, bildet. Dasselbe wurde 
auch bei mehreren Priparaten von Argininsilber beobachtet. 
Ks ist bemerkenswerth, dass der Silbergehalt der Substanz 
Nr. 2, wie auch der der meisten Priiparate von Argininsilber, 
dem Silbergehalte einer Verbindung resp. eines Gemisches von 
3 Molekiilen der Silberbase mit 2 Atomen Silber und 1 Molekiil 
der Silberbase mit 8 Atomen Silber entspricht: 


Gefunden fiir Berechnet fiir 
das Carnosinsilber Nr. 2: 3C,H,,Ag,N,O, +- C,H,,Ag,N,0,: 
Ag 49,424 49,662 
Gefunden fiir Berechnet fiir 
Priiparate von Argininsilber: 3 C,H,,Ag,N,O, + C,H,,Ag,N,O, : 
09,6890: und 5d,75°/o; 53,60 °%/o 


Das Carnosinsilber schmilzt beim Erwiirmen nicht, sondern 
wird bei etwa 195° C. ganz schwarz und bliiht sich dabei aut. 
| Das trockene Carnosinsilber stellt eine weisse Masse dar, 
die sich leicht zu emem sehr feinen Pulver zerreiben. liisst. 
Das Carnosinsilber ist) lichtempfindlich. Es sich sehr 
schwer in kaltem Wasser, etwas leichter in heissem: in Siiuren 
und in Ammoniak lost sich die noch feuchte Verbindung leicht 
auf. Die Loslichkeit derselben in Wasser wird durch die Gegen- 
wart des freien Carnosins bedeutend erhdht: in Folge dessen 
lost sich der durch ein Alkali in einer Lésung von Carnosin- 
silbernitrat erzeugte Niederschlag in Wasser merklich, besonders 
heim Erwiirmen, wiihrend derselbe Niederschlag in ausge- 
waschenem Zustande, wie auch die bei Gegenwart von tiber- 
schiissigem Silbernitrat dargestellte Verbindung in Wasser sehr 
schwer loslich sind. Durch die Gegenwart iiberschiissigen 
Silbernitrats wird niimlich die Bildung des freien Carnosins 
verhindert. die Loslichkeitsbestimmung wurde das Car- 
nosinsilber Nr. 2. verwendet: dasselbe wurde sehr sorgfiiltig 
ausgewaschen und eine lingere Zeit mit destillirtem Wasser 
unter hiiufigem Schiitteln digerirt; aus dem Filtrate wurde 


1) Wl. Gulewitsch, |. S. 206. | 


das Silber als Silberchlorid gefiillt. Bei der Ausrechnung 
wurde der Gehalt dieses Carnosinsilbers an Silber gleich 49,42° 0 


angenommen. 

VII. 290 ccm. der Lisung gaben 0,0272 AgCl. 

Daraus folgt, dass sich in 1 Liter destillirten Wassers 
0,067 g¢ Carnosin in Form von Carnosinsilber bei der gewohn- 
lichen Temperatur lOsen. Das Carnosinsilber ist somit beinahe 
zweimal so loslich als Argininsilber: im Uebrigen sind aber 
die Loéslichkeitsverhiiltnisse dieser Verbindungen ganz analog. 

Carnosinkupfer. beim Kochen der Losung von reinem 
Carnosin mit Kupfercarbonat entstand eine tief blaue Losung, 
aus der kleine dunkelblaue Krystillchen sich schon wiihrend 
des Kochens an der Oberfliiche der Fliissigkeit, hauptsiichlich 
aber an den Wiinden des Gefiisses ausschieden. Die durch 
den Heisswassertrichter filtrirte LOsung lieferte dieselben Kry- 
stalle, die ausgewaschen, bei 125° C. getrocknel!) und analy- 
sirt wurden: 

VILL 0.2323 ¢ Substanz gaben beim Verbrennen im = Schiffchen 


0.5009 g O.L05L und 0.0606 ¢ 

IX. 0.2666 ¢ Substanz leferten 43,0 cem. feuchten N (21° €., 
748 mm. Bar.) 

X. 0.2599 g Substanz gaben 41,9 cem. feuchten N (22,5° €., 


47 mm. Bar.). 


Gefunden: Berechnet fiir 
Vill. 1X. X. C,H,,N,0,- CuO: C,H,,N,O, - CuO: 
C 35,33 — 3,31 %/o 3d.08 
H 9.07 °/o 4,62 %o 
N 17.9995 17,82 °/o 18.36 °/o 18,240 
Cu —-.20,85°/o -- 20,79 °/0 20,6590 
() 20.92 20,78 9/0. 


Das Carnosinkupfer zersetzt sich bei etwa 220° C, voll- 
stiindig, ohne zu schmelzen. Obgleich die Verbindung in kaltem 
Wasser schwer loslich ist, eignet sich dieselbe wenig zur 
l<olirung und Reinigung des Carnosins, da der Loslichkeits- 
unterschied in kaltem und in heissem Wasser nicht geniigend 
gross ist: um das Carnosinkupfer in die Losung zu bringen, 

1) Die Substanz war schwer zur Gewichtsconstanz zu bringen; es 
ist méglich, dass die Verbindung bei 125° C. Spuren z. B. von Ammoniak 
verliert. 
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muss man die Krvystalle desselben mit verhiiltnissmiissig viel 
Wasser wiederholt auskochen, und beim Eindampfen der Losung 
zersetzt sich dieselbe theilweise unter Abscheidung von etwas 
Kupferoxvd. Zur Identificirung des Carnosins aber kann die 
Kupferverbindung desselben die besten Dienste leisten, da sie 
sich in sehr charakteristischen Krystallen ausscheidet. Diese 
Hiefblau gefiirbten, kaum 1mm. Grosse erreichenden Krystalle 
erscheinen unter dem Mikroskop am hiiufigsten als sechseckige, 
eanz regelmiissig ausgebildete oder verliingerte Tafeln, die mit 
hlaugefarbten Cystinkrystallen am besten verglichen werden 
kOnnen. Im polarisirten Licht lassen sich sogleich zwei Arten 
von scheinbar ganz gleichen Tafeln unterscheiden. Ein Theil 
der ‘Tafeln ist isotrop und zeigt im convergenten polarisirten 
Lichte die Interferenztigur des einachsigen circularpolarisiren- 
den Krystalles ohne Anomalie: der Charakter der Doppel- 
brechung ist positiv: die Linearwinkel dieser Tafeln betragen 
Die anderen Tafeln haben einen) Linearwinkel von 
105° und sind anisotrop: parallel der liingeren Kante 
verliuft die Axe der grésseren Elasticiliit: im convergenten 
polarisirten Lichte sind entweder der eine oder der andere 
Balken sichtbar, welche bei der Drehung des Tisches mit ein- 
ander abwechselnd das Feld) durchstreifen, indem = sie den 
Ocularfaden parallel bleiben. Die ersten hiiufiger vorkommenden 
Tafeln konnen als Pinakoide des hexagonalen Systems auf- 
gefasst werden: die anisotropen Tafeln) kinnen Rhomboéder- 
fliichen sein, da einige dickere Krvstalle beobachtet wurden, 
die einen vollstindigen) Rhomboéderhabitus hatten. Manche 
dickere WKrystalle schienen auch eine Combination von Prisma, 
hhomboéder und Pinakoid vorzustellen, Seltener als die oben 
beschriebenen Tafeln gewahrt man die viereckigen Rhomboéder- 
lichen, die dreieckigen Tafeln und die auf einer schmalen 
legenden Krystalle, die bisweilen sternformig zusammen- 
eewachsen sind, 

1) Finige von diesen Tafeln liegen etwas schriig, sind in Folge 
dessen schwach anisotrop und zeigen. einen excentrischen Austritt: der 
optischen Axe, 
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Zum Schluss unserer Abhandlung mochten wir nochmals 
auf eine aulfallende Analogie aufmerksam machen, die zwischen 
den Verbindungen von Carnosin und denen von Arginin nicht 
zu verkennen ist. Das Verhalten bei dem Isolirungsverfahren, 
die Eigenschaften von den Nitraten, von den = freien Basen, 
yor Allem aber von den Silberbasen, die Eimwirkung auf das 
polarisirte Licht, die Fiéhigkeit, Silber- und Kupferdoppel- 
zu bilden, sind dem Carnosin und dem = Arginin ge- 
meinsam. Die bis jetzt beobachteten Unterschiede zwischen 
den Verbindungen dieser und jener Base sind nur quantitativ: 
so sind alle bis jetzt untersuchten Verbindungen von Carnosin 
leichter lOslich als die von Arginin: desgleichen ist das Molekular- 
drechungsvermogen von Carnosinnitrat) groésser als das von 
Argininnitrat. 

Weitere Untersuchungen iiber das Carnosin und in erster 
Linie die Versuche tiber die Spaltung dieser interessanten Base, 
wie auch tiber ihre etwaige pharmakologische Wirkung werden 
von uns in Angriff genommen. Obgleich die Vermuthung sehr 
unwahrscheinlich ist, dass eine Verbindung von der Zusammen- 
setzung des Carnosins ein kiinstliches Produkt sei, das sich 
bei der Bereitung des Fleischextractes gebildet habe, sollen 
doch zum Ueberfluss auch Untersuchungen tiber das Vorkommen 
von Carnosin in den aus den Muskeln mit den néthigen Cautelen 
dargestellten Ausziigen ausgefiihrt werden. 


Akulowka, den &. August 1900. 


1) Das Carnosin bildet ein Kupfernitratdoppelsalz, welches nicht 
niher untersucht wurde. 
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XXX. BAND, SECHSTES HEFT. 
‘Inhalt. Seite 


Burow, Rob. Der Lecithingehalt Milch und seine Abhiingigkeit 
vom relativen Hirngewichte des Siuglings 49% 
Bang, Ivar. Bemerkungen. fiber das Nucleohiston 
Kossel, A. Bemerkungen zu der vor 
Gulewitseh, Wi. Zur Frage ‘nach deni, der vitalen 


— — und A. Jochelsohn. Zur Frage nach dem 
vitalen Harnstoffbildung. IL. Veber das Vorkommen von Ar- 
Steudel, H. Ueber die Constitution des Thymins-. 
Worner, Emil, und H. Thierfelder. Untersuchungen iiber die che- | 
mische "Zusamme msetzung des Gehirns. Mit einer Tafel... 542 
Fenyvessy, Béla. Ueber das Schicksal einiger isomeren Oxychi- 8 
noline (Carbostyril und. Kynurin) im Thierkérper . . 52 


Gulewitseh, WI., und S, AmiradZibi.. Kenntniss Extrae- 


Fit. das niichste Heft (Heft und 2 des .XXXI. Bandes) sind fol- 
gende Arbeiten eingegangen : 


d. J., W., und Theodor Paul. Physikaliseh: Untersuchungen 
iiber das Verhalten der Harnsiure und threr Salze’ in Losungen. 
‘I Abhandlung. Mit einer. Abbildung. 


Malfatti, H. Beitrag Kenntniss- der Verdauung. 

Langstein, Leo. Die Kohlehydratgruppe des krystallisirten Ovalbumins. 

Maszewski, Ueber einige Bedingungen der Ptyalinwirkung. 

His d. J., W., und Theodor Paul. Physikalisch-chemische Untersuchungen. 
iiber das Verhalten der Harnsinre upd: ihrer Salze in Losungen. 
il. 

Weis, Fr. Ueber das proteolylische und ein ciweisskoagulierendes 

in Gerste (Malz).. ~ 

Gregor, -Adalbert. Beitrage zur Phy siologic des. Kreatinins. (Erste Mit- 
theilung.) 

Jochem, Emil, Kin einfaches Vertahien zur Ueberfihrung: der Amido- 
fettsiuren in die entsprechenden Monochlorfettséuren. 

Spire, K., und E. Fuld. Ueber die labende und labhemmende- Wirkung 
des Blutes. 

Aseoli, Alberto. . Ueber agi Plisaplivr der Nucleinstoffe: 


— + Ueber ein neues des. Hefenucleins. Ns 


Hoppe- Seyler’s fiir physiologisehe 
erscheint in Banden zu 6 Heften, jedes zu ungefihr 5—6 Bogen. Die 
Hefte erscheinen in.Zwischenriiumen von. 1—2 Monaten. Die in dieser 
Zeitschrift zu‘ publicirenden Arbeiten werden, wenn nicht der grosse 
Umfang derselben es unthunlich erscheinen Lisst, -streng in der Reihen-— 
folge, in welcher sie der Redaction oder dem Verleger zugehen, auf- 
~genommen, das Datum des Einlaufs wird’ bezeichnet und_ beim Sehluss 
jedes Heftes die noch nicht zur. Publication gelangten, aber eingegahgenen 
Arbeiten angegeben.  Bereits in anderen Zeitschriften’ verdffentlichte 
Arbeiten sowie Referate bereits pobheixte: Arbeiten werden nicht 
aufgenommen.: 

- Das Honorar betrigt fiir den Druckbogen 25 Mk. Yon jeder Arbeit 
werden dem Verfasstt 25 gratis. geliefert.. 
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JANRBUCIL DER GELEHRTEN WELT. 


SGEGEBEN 


‘Dr. K. TRUBNER. 
ZEHNTER JAHRGANG. 
1900 1904. 


MIT DEM BILDNIS VON WI LIL KONRAD RONTGEN, PROFESSOR AN DER 
UNIVERSITAT MUNOHEN, RADIERT VON JOH. LINDNER IN MUNCHEN. 


169, XXXIE 1200 Seiten, Preis in Halbpergament gebunden M. 10.—. 


Dieses Jahrbuch stellt sich die Aufgabe, authentische Anfschliisse zu ihen iiber 
die Organisation und das wissenschaftliche Personal aller Universitiiten der Welt, sowie 
aller technischen und Jandwirtschaftlichen Hochschulen, ferner tiber sonstige wissen - 
schaftliche Institute: Bibliotheken, Archive, archaologische und naturwissenschaftliche 
Museen, Sternwarten, gelehrte Geseltschaften ete. Ein volistindiges Register tiber. 
ca. 28000 Namen ermdglicht es, die Adresse und das Amt jedes einzeinen: Gelehrten 
festzustellen. ~ Die intensiven internationalen Beziehungen auf wissenschaftlichem Gebiet 
haben das Jahrbuch hervorgerufen und ihm bereits eine weite Verbreitung gesichert, 
Der Herausgeber ist seinerseits bemiiht, es pit Jahr zu gestalten. 


Jahig. herausgeg. von Dr. R. Kakola und K. Trabner: VI. und VII. von K. Tribner ; 
Vill. und LX. yon Dr. K. Tribner ond Dr. F. Mentz.) 


I. Jahrgang 1891-1892. 160. VI,-259 $ geb. M. 
‘Beschriankt sich auf eine des Jehrenden ler Haupt- 
universitiaten cer Welt. 


Il. Jahrgang 1892—1893._ “Mit dem Bildnis Theodor 
radiert von W. Krauskopf. 160. VI, 827 S geb. M. 7.— 


Im Il, Jahrgang wurde die Aufgabe des. ‘Buches, ‘dahin erweitert, die tech- 
nischen,. tierirztlichen und landwirtschaftlichen Hochschulen, die Forstakademien und 
constige gelehrte héhere Anstalten, ferner diejenigen selbstandigen Bibliotheken etc., die 
fiir die gelehrte Welt von Interesse. sind, mit Fe i en warden mit kurzen Notizen 
iiber Geschichte, Vertassung, Organisation, finanzielle. Verhaltnisse, Studiengangete, Die 
meisten Angaben, di¢ einer jahriichen Verande rung nicht unterworfen sind, namentlich 
die historischen, "sind unter Verweisung anf Band Il in den‘spateren Jahrgangen weg- 
gelassen, ebenso wurde in den spiteren Jahrgangen verfahren; deshalb sind die Bande 
IT—VIII ‘auch fiir die Beniitzer des IX. Bandes von Wert. ~ 


Il. Jahrgang 1893—1894> Mit. dem Bildnis L. Pasteur’ s; radiert von 


“H. Manesse. 16%. XVI, 861 S. geb. M. 7.—. 

IV. Jahrgang 1894—1895. Mit dem Bildnis Lord Kelvin’s, radiert von. 
Hubert Herkomer. 16°. XVI, 930 geb. M. 8.—. 
dahrgang 1895 — 1896. Mit dem Bildnis G. V. Schiaparelli’ s, radiert 
von Oreste Silvestri. 16°. XIX, 989.S. geb. M. 8.—: 
VI. Jahrgang’1896—1897. Mit dem Bildmig_ M: J.de Goeje’ s, radiert von 
Therese Schwartze, XXIV; 1082 geb. M: 9.—. 
VI. Jahrgang 1897 =- 1898. -Mit dem Bildnis Fridtjof Nansen’ s, radiert 
von Joh.-Nordhagen. 16°. XXIV, geb. M. 10.—.: 
VIII. Jahbrgang 1898-1899. Mit dem Bildnis von: F. F. Martens, ra-. 
diert von Joh. Lindner. XX1V, 1155 S. geb. M. 10.—. 

IX, Jahrgang 1899—1900.° Mit dem Bildnis von Charles W. Eltrot, 
radiert von Joh. Lindner. 16°. geb. M. 10.— 


Preis: der Jahrgange I—Vili (statt M. 63.—) nur M.45.—. 
Die in den Jahrgingen If—IX enthaltencn Bildnissg (Kupfer-Radierungen) 
auch einzeln im 27K cm bezogen werden, pro Blatt 
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